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ΠΕΡΙΛΗΨΗ  
    Ο παράγοντας von Willebrand διαδραµατίζει ένα καθοριστικό ρόλο στην 
αιµόσταση, καθώς είναι υπεύθυνος για την προσκόλληση των αιµοπεταλίων στο 
ενδοθήλιο του τραυµατισµένου αγγείου και διατηρεί την ακεραιότητα του παράγοντα 
VIII της αιµόστασης, µε τον οποίο συνδέεται, προστατεύοντάς τον από πρωτεολυτική 
καταστροφή στην κυκλοφορία. Η ελαττωµένη δράση του vWF, είτε λόγω 
ανεπαρκούς παραγωγής είτε λόγω παρουσίας δυσλειτουργικών µορφών του, 
προκαλεί αιµορραγική διάθεση. Αντίθετα, αυξηµένη δράση του παράγοντα προκαλεί 
διαταραχή του καταβολισµού του αυξάνοντας τον κίνδυνο θροµβώσεων. 
     Το αρχικό προϊόν του γονιδίου του vWF, είναι µια πρωτεΐνη 2.813 αµινοξέων. 
∆ιαφορετικά τµήµατα της πολυπεπτιδικής αλυσίδας αντιστοιχούν στους τέσσερις 
τύπους επαναλαµβανόµενων περιοχών (D1, D2, D’, D3, A1, A2, A3, A4, D4, B, 
C1,C2 ) του cDNA, και είναι υπεύθυνες για διαφορετικά χαρακτηριστικά δέσµευσης 
του µορίου. Η Α1-επικράτεια αντιστοιχεί στα κατάλοιπα 497-716 του ώριµου vWF 
και το αµινοτελικό άκρο συνδέεται µε το καρβοξυτελικό άκρο της µέσω ενός 
δισουλφιδικού δεσµού µεταξύ  Cys509 και Cys695. Η επικράτεια αυτή εµπλέκεται 
στη δέσµευση του vWF στον γλυκοπρωτεϊνικό υποδοχέα Ιb των αιµοπεταλίων 
(GPIb). Η Α2-επικράτεια του vWF αντιστοιχεί στα κατάλοιπα 717-909 και διαθέτει 
µια φυσιολογική θέση πέψης µεταξύ Tyr842 και Met843 που αναγνωρίζεται από την 
µεταλλοπρωτεάση ADAMTS-13. Η δράση αυτή της ADAMTS-13 την καθιστά πολύ 
σηµαντική για τη φυσιολογική ανακύκληση του vWF και για την αποφυγή 
θροµβώσεων. 
    Μελέτες που έχουν γίνει δείχνουν  ότι υπάρχει αλληλεπίδραση µεταξύ Α1 και Α2 
περιοχών που εµποδίζει τη σύνδεση της Α1 στα αιµοπετάλια, εποµένως και την πήξη 
του αίµατος. Με την εύρεση των κατάλληλων στοιχείων αλληλεπίδρασης των δύο 
επικρατειών θα είναι δυνατός ο σχεδιασµός κατάλληλων µορίων σύνδεσης στην Α1-
περιοχή που θα µπορούν να µιµούνται τον τρόπο σύνδεσης της Α2-περιοχής 
εµποδίζοντας την πήξη του αίµατος. Τα µόρια αυτά θα µπορούσαν εποµένως να 
χρησιµοποιηθούν ως αντιθροµβωτικοί παράγοντες. 
     Για την µελέτη της αλληλεπίδρασης των επικρατειών Α1 και Α2 µέσω 
φασµατοπωλοσιµετρίας κυκλικού διχροϊσµού και φασµατοσκοπίας φθορισµού, 
κλωνοποιήθηκαν τα γονίδια Α1 και Α2, υπερεκφράστηκαν οι αντίστοιχες πρωτεΐνες 
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και καθαρίστηκαν. Μέσω κατευθυνόµενης µεταλλαξιγένεσης της Α2-επικράτειας 
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ABSTRACT 
    The role of von Willebrand factor is decisive for because, firstly, it is responsible 
for the adhesion of platelets on the endothelium of a wounded vessel and what is more 
it maintains the integrity of coagulation factor VIII, with which it is connected, 
protecting it from proteolytical destruction during circulation. Decreased activity of 
vWF, either due to its insufficient production, or due to dysfunctional forms it may 
present, causes haemorrhagic disposition. However, increased activity of this factor as 
a result of a disorder in its catabolism increases the danger of thrombosis. 
    The early product of the vWF gene is a protein of 2.813 amino – acids. Different 
proteins correspond to the four types of repeated domains (D1, D2, D', D3, A1, A2, 
A3, A4, D4, B, C1, C2) of cDNA, and are responsible for different characteristics of 
molecular binding. The A1 – domain corresponds to the residues 497 – 716 of the 
mature vWF, and its N – end binds to the C – end through a disulfide bond between 
Cys509 and Cys695. This loop is involved in the binding of vWF on the 
glycoproteinic receptor Ib of the platelets (GPIb). The A2 – domain of vWF 
corresponds to the residues 717 – 909 and contains a normal digestion site between 
Tyr842 and Met843 which is recognized by the metalloprotease ADMTS – 13 and is 
related to the normal feedback of vWF and prevention of blood coagulation. 
    According to research, it appears that the A2 – domain binds to A1, which is thus 
prevented from binding to the platelets, resulting in blood not being coagulated. These 
findings lead to the conclusion that if elements correlating to the interaction of those 
two domains are found, suitable molecules could be created that will be bound  to A1 
– domain, imitating the way in which A2 – domain is bound and thus the coagulation 
of blood will be prevented. Consequently, these molecules could be used as 
antithrombotic factors.  
   In order to study the interaction of A1 and A2 – domains via circular dichroism and 
spectrometry of fluorescence, genes were cloned and proteins over – expressed and 
purified. Via directed mutagenesis of the A2-domain were given elements for the 
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1. Νόσος von Willebrand 
     
    Το 1926 ο Erik von Willebrand περιέγραψε πρώτος µια διαταραχή της αιµόστασης 
η οποία µεταβιβαζόταν  µε τον αυτοσωµικό επικρατούντα χαρακτήρα και η κλινική 
εικόνα της διαφοροποιούνταν από αυτή της αιµορροφιλίας. Ο ίδιος την χαρακτήρισε 
αρχικά ως «ψευδοαιµορροφιλία» [1], ενώ στη συνέχεια η νόσος έλαβε το όνοµα του 
πρώτου ερευνητή.  
    Η νόσος von Willebrand είναι η πιο συχνή κληρονοµική διαταραχή της αιµόστασης 
µε συχνότητα περίπου 1% παγκοσµίως [2]. Χαρακτηρίζεται από εξαιρετική 
ετερογένεια στην κλινική της έκφραση. Η διάγνωσή της στηρίζεται σε τρεις 
παραµέτρους: το ατοµικό ιστορικό αιµορραγιών δέρµατος και βλεννογόνων, το 
οικογενειακό ιστορικό αιµορραγιών και την εργαστηριακή επιβεβαίωση ποσοτικών ή 
ποιοτικών διαταραχών του vWF. 
    Η κλινική εικόνα της νόσου χαρακτηρίζεται από αιµορραγίες δέρµατος και 
βλεννογόνων, όπως επαναλαµβανόµενες ρινορραγίες, ουλορραγίες και εύκολη 
δηµιουργία µωλώπων. Στις γυναίκες το µόνο σύµπτωµα της νόσου ενδέχεται να είναι 
η µηνορραγία, εποµένως είναι απαραίτητη η λήψη λεπτοµερούς γυναικολογικού 
ιστορικού.  
    Οι περισσότεροι τύποι της νόσου κληρονοµούνται µε αυτοσωµικό επικρατή 
χαρακτήρα. Ωστόσο, η φαινοτυπική κληρονοµικότητα ποικίλλει, µε αντίστοιχη 
ποικιλοµορφία στη σοβαρότητα και το είδος των αιµορραγιών που παρατηρούνται 
στα µέλη τις ίδιας οικογένειας. Υπάρχουν ακόµη και τύποι της νόσου που 










Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:41:20 EET - 137.108.70.7
 12
2. Βιολογικά χαρακτηριστικά 
 
    Ο παράγοντας von Willebrand διαδραµατίζει καθοριστικό ρόλο στην αιµόσταση, 
διότι είναι υπεύθυνος για την προσκόλληση των αιµοπεταλίων στο ενδοθήλιο του 
τραυµατισµένου αγγείου και διατηρεί την ακεραιότητα του παράγοντα VIII της 
πήξης, µε τον οποίο συνδέεται, προστατεύοντάς τον από πρωτεολυτική καταστροφή 
στην κυκλοφορία. Η ελαττωµένη δράση του vWF, είτε λόγω ανεπαρκούς παραγωγής 
είτε λόγω παρουσίας δυσλειτουργικών µορφών του, προκαλεί αιµορραγική διάθεση. 
Αντίθετα, η αυξηµένη δράση του παράγοντα, που είναι αποτέλεσµα διαταραχής του 




Εικ.1 vWF και φυσιολογική αιµόσταση 
 
 
    Σε σηµεία αγγειακής βλάβης ο παράγοντας συνδέεται µε το υπενδοθηλιακό ιστό 
κυρίως µέσω σύνδεσης του κολλαγόνου µε τη Α3 περιοχή. Στη συνέχεια λειτουργεί 
ως υπόστρωµα για την σύνδεση των αιµοπεταλίων µέσω του υποδοχέα τους GPIba  
στην Α1 περιοχή του παράγοντα και έτσι προωθείται η έναρξη του σχηµατισµού 
θρόµβου [3]. Ωστόσο, λόγω της υψηλής ταχύτητας ροής του αίµατος, η σύνδεση αυτή 
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δεν είναι αρκετή για να ακινητοποιήσει πλήρως τα αιµοπετάλια. Η αρχική σύνδεση 
vWF - GPIba ενεργοποιεί τον υποδοχέα αIIbβ3 της επιφάνειας των αιµοπεταλίων, ώστε 
να συνδεθεί µε την C1 περιοχή του vWF ολοκληρώνοντας την ακινητοποίηση των 
αιµοπεταλίων [4,5]. Στη συνέχεια, ο σύνδεσµος του αIIbβ3  µε διάφορα άλλα µόρια 
συνδέσµους (vWF, ινωδογόνο κ.α.) οδηγεί στην συγκόλληση όλο και περισσότερων 
αιµοπεταλίων και την αύξηση του θρόµβου [5].
     
    Εκτός από την δράση του αυτή, στην αρχική αιµόσταση ο vWF επιτελεί µια 
δεύτερη εξίσου σηµαντική λειτουργία. Συνδέεται µε τον παράγοντα VIII 
προστατεύοντας τον από πρωτεολυτική καταστροφή στην κυκλοφορία, αυξάνοντας 
έτσι το χρόνο ηµίσειας ζωής του από 2 σε 8-12 ώρες [6]. Σε καταστάσεις όπου 
παρατηρείται αύξηση του vWF όπως σε νεοπλασίες, σήψη, εγκυµοσύνη ή άσκηση, 
παρατηρείται παράλληλα και αύξηση του  FVIII [7]. 
    Ο vWF και ο FVIII στην κυκλοφορία σχηµατίζουν ένα σύµπλοκο, µε ένα µόριο 
FVIII να αντιστοιχεί σε κάθε µονοµερές του vWF. Όταν το σύστηµα πήξης 
ενεργοποιείται, η θροµβίνη σπάει το σύνδεσµο µε αποτέλεσµα τη µετατροπή του 
FVIII στην ενεργοποιηµένη µορφή του. Ο vWF αναστέλλει την αλληλεπίδραση του 
FVIII µε πρωτεάσες του πηκτικού µηχανισµού, όπως ο παράγοντας ΙΧ, ο παράγοντας 
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3. ∆οµή του γονιδίου 
 
    Ο vWF κωδικοποιείται από ένα γονίδιο που εντοπίζεται στον κοντό βραχίονα του 
χρωµοσώµατος 12 [8,9]. Αποτελείται από 180 κιλοβάσεις και περιέχει 52 εξόνια [10]. 
Εκτός από τις Α-περιοχές, το γονίδιο διαιρείται και σε άλλα τµήµατα που 
κωδικοποιούν επαναλαµβανόµενες περιοχές που τείνουν να έχουν παρόµοιες 
αλληλουχίες συνόρων εξονίων – ιντρονίων. Στο χρωµόσωµα 22, υπάρχει µια περιοχή 
αντίγραφο της αλληλουχίας των εξονίων 23 έως 34 του γονιδίου του vWF [11,12]. Το 
ψευδογονίδιο αυτό αποτελείται από 21-29 κιλοβάσεις και κωδικοποιεί το 34% της 
αλληλουχίας του vWF περιέχοντας και τις Α-περιοχές. Το γονίδιο του vWF και το 
ψευδογονίδιο έχουν απόκλιση µόνο 3,1%, κάτι που ίσως σηµαίνει ότι το 
ψευδογονίδιο προέκυψε πρόσφατα, ίσως 20-30 εκατοµµύρια χρόνια πριν [12]. Από 
τότε που οι Α-περιοχές αναγνωρίστηκαν στον vWF [13], οµόλογες Α-περιοχές έχουν 
βρεθεί σε πολλές άλλες πρωτεΐνες όπως την σερινο-πρωτεάση συµπλήρωµα 
παράγοντα Β και το συγγενές συµπλήρωµα C2, δυο οµάδες ιντεγκρινών, τρεις 
υποδοχείς προσκόλλησης λευκοκυττάρων (Mac-1, LFA-1, p150) και δύο υποδοχείς 
κολλαγόνου και όλες τις τρεις αλυσίδες του κολλαγόνου τύπου VI. Μέχρι σήµερα, 
είναι γνωστά 12 γονίδια που µαζί κωδικοποιούν τουλάχιστον 29 Α-περιοχές σαν 
αυτές του vWF, συχνά µαζί µε µη συγγενικά δοµικά µοτίβα. Οι υψηλά 
επαναλαµβανόµενες δοµές από τις οποίες αποτελείται το γονίδιο του vWF, δείχνουν 
ότι ο vWF έχει µια πολύπλοκη εξελικτική ιστορία που συνδέεται από 
επαναλαµβανόµενα τµήµατα που έχουν προκύψει από διαιρέσεις γονιδίων, 
διπλασιασµούς και ανακατατάξεις εξονίων. 
    Οι Cis-ρυθµιστικές περιοχές του αµέσως πρώιµου προαγωγέα και του πρώτου 
εξονίου του γονιδίου του vWF και πολύπλοκα ρυθµιστικά µεταγραφικά µονοπάτια 
έχουν βρεθεί πως είναι υπεύθυνα για την έκφραση του vWF στα ενδοθηλιακά 
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4. Βιοσύνθεση και πολυµερική δοµή 
 
    Η σύνθεση του vWF γίνεται αποκλειστικά στα µεγακαρυοκύτταρα και τα 
ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων. Το αρχικό παράγωγο είναι ένα πολυπεπτίδιο 
αποτελούµενο από ένα πεπτίδιο, ένα προπεπτίδιο και µια ώριµη υποοµάδα. Τα δύο 
τελευταία αποτελούν το πρόωρο µονοµερές του vWF κατασκευάζεται από τέσσερις 
τύπους περιοχών που ορίζονται από συγκεκριµένες αλληλουχίες αµινοξέων 
(επικράτειες), οι οποίες είναι ικανές για σύνδεση µε µόρια συνδέσµους που 
απαντώνται στα αιµοπετάλια (GPIba, και GPIIb/IIIa), το υπενδοθήλιο (κολλαγόνο) και 




Εικ.2 Τα Ultra Large vWF (ULvWF) αποτελούν τις πιο δραστικές µορφές του παράγοντα. Τα 




    Μετά την µεταγραφή στον πυρήνα των κυττάρων η πρόδροµη µορφή του vWF 
εξέρχεται στο ενδοπλασµατικό δίκτυο όπου υπόκειται µια αρχική γλυκοζυλίωση, ενώ 
τα µονοµερή ενώνονται σε διµερή µέσω δισουλφιδικών δεσµών µεταξύ των 
καρβοξυτελικών άκρων τους [15]. Τα διµερή µεταφέρονται στα σωµάτια Golgi όπου 
µε τη µεσολάβηση των προπεπτιδίων σχηµατίζονται τα πολυµερή. Τα µεγαλύτερα σε 
µέγεθος πολυµερή χαρακτηρίζονται ως Ultra Large vWF (ULvWF) και αποτελούν τις 
πιο δραστικές µορφές του παράγοντα. Στη συνέχεια τα προπεπτίδια αποκόπτονται 
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από τα πολυµερή, των οποίων οι ώριµες µορφές είναι πλέον έτοιµες προς έκκριση 
(Εικ. 2). 
    Η δράση του vWF είναι ευθέως ανάλογη του µεγέθους των πολυµερών του, αν και 
ο λόγος δεν είναι πλήρως κατανοητός. Ίσως ο πολυµερισµός να αυξάνει των αριθµό 
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5. Αποθήκευση, έκκριση και κυκλοφορία  
 
    Η αιµόσταση εξαρτάται από την ισορροπηµένη συµµετοχή του vWF, και η 
ισορροπία αυτή αντανακλά έναν ανταγωνισµό ανάµεσα στη βιοσύνθεση των µεγάλων 
πολυµερών του vWF και την αποικοδόµηση τους από την µεταλλοπρωτεάση 
ADAMTS-13. 
     Σε αντίθεση µε άλλες πρωτεΐνες ο vWF ακολουθεί δύο δρόµους έκκρισης, που 
είναι οι εξής: ο πρώτος είναι µια σταθερή συνεχόµενη έκκριση στον εξωκυττάριο 
χώρο και στην κυκλοφορία (περίπου το 90% του παραγόµενου παράγοντα), ενώ ο 
δεύτερος συνίσταται σε αποθήκευση του παράγοντα σε εκκριτικά κοκκία – σωµάτια 
Weibel-Palade των ενδοθηλιακών κυττάρων ή στα α κοκκία των µεγακαρυοκυττάρων 
- µε σκοπό την έκκριση σε δεύτερο χρόνο ως απάντηση σε ερεθίσµατα, όπως είναι η 
θροµβίνη, η δεσµοπρεσσίνη και η διατµητική τάση [15,16]. Στα µεγακαρυοκύτταρα 
µόνο ο δεύτερος δρόµος είναι ενεργός και κατά συνέπεια ο vWF που κυκλοφορεί στο 




Εικ.3 Αποµόνωση vWF από την δράση της ADAMTS-13 
Α. ∆ιάσπαση του δεσµού ανάµεσα στην Tyr842 και την Met843 της Α2-περιοχής από την ADAMTS-
13, Β. ∆ηµιουργία συµπλόκου του υποδοχέα GPIb των αιµοπεταλίων µε την Α2-περιοχή του vWF, C. 
Προσκόλληση του συµπλόκου στο υπενδοθήλιο, D. Αποµάκρυνση του συµπλόκου από το 
υπενδοθήλιο, Ε. Κυκλοφορία του συµπλόκου στην αιµατική ροή   
 
    Στην κυκλοφορία τα πολυµερή έχουν χρόνο ηµίσειας ζωής 12-20 ώρες [17] και 
αποµακρύνονται µε µηχανισµό ανεξάρτητο του µεγέθους τους. Στα ULvWF των 
αποθηκευτικών κοκκίων ανιχνεύονται µικρότερα πολυµερή τα οποία περιέχουν και 
κατακερµατισµένες ώριµες µορφές του vWF [18]. Το µέγεθος των πολυµερών  στην 
κυκλοφορία εξαρτάται από την πρωτεόλυση τους από την µεταλλοπρωτεάση 
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ADAMTS-13. Η ADAMTS-13 διασπά τον δεσµό ανάµεσα στην Tyr842 και την 
Met843 της Α2-περιοχής [20,21]. Η διάσπαση αυτή δίνει δύο τµήµατα, 176 KDaltons 
και 140 KDaltons, και είναι υπεύθυνη για τα δορυφορικά τµήµατα που βρίσκονται 
στα άκρα του vWF σε πηκτώµατα πολυµερών [22,23]. Στα αιµοπετάλια δεν 
εντοπίζονται αυτά τα προϊόντα αποικοδόµησης [23], γεγονός που συµφωνεί µε την 
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6. Μοριακή δοµή 
 
    Το αρχικό προϊόν του γονιδίου του vWF, είναι µια πρωτεΐνη 2.813 αµινοξέων που 
αποτελείται από ένα πεπτίδιο-οδηγό 22 αµινοξέων, ένα µεγάλο προ-πεπτίδιο 741 
αµινοξέων και τον κύριο µορίου vWF που αποτελείται από 2.050 αµινοξέα. 
    Σε µια αρίθµηση που ξεκινάει από το πρώτο αµινοξύ του πεπτιδίου-οδηγού, το 764 
είναι το πρώτο αµινοξύ της ώριµης πρωτεΐνης. ∆ιαφορετικές πρωτεΐνες αντιστοιχούν 
στους τέσσερις τύπους επαναλαµβανόµενων περιοχών (D1, D2, D’, D3, A1, A2, A3, 
A4, D4, B, C1,C2 ) του cDNA, και είναι υπεύθυνες για διαφορετικά χαρακτηριστικά 




Εικ.4 Το πρώιµο προϊόν του γονιδίου του vWF, είναι µια πρωτεΐνη 2.813 αµινοξέων. ∆ιαφορετικές 
πρωτεΐνες αντιστοιχούν στους τέσσερις τύπους επαναλαµβανόµενων περιοχών του cDNA, και είναι 
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7. Σχέση δοµής – λειτουργίας  
 
   Κάθε µία από τις D-επικράτειες προσεγγίζει τα 360 κατάλοιπα και περιέχει από 32 
έως 36 κατάλοιπα κυστεΐνης. Το προπεπτίδιο του vWF απαρτίζεται από δύο D-
περιοχές, την D1 και την D2, και είναι ακριβώς πριν το αµινοτελικό άκρο του ώριµου 
vWF, που περιέχει ένα µέρος της D’-περιοχής (κατάλοιπα 1-102) και ολόκληρη την 
























Εικ.5 ∆ιαφορετικές πρωτεΐνες αντιστοιχούν στους τέσσερις τύπους επαναλαµβανόµενων περιοχών του 
cDNA, και είναι υπεύθυνες για διαφορετικά χαρακτηριστικά δέσµευσης του µορίου 
 
    Οι D-περιοχές εµφανίζουν σηµαντικές αλληλουχικές οµοιότητες µεταξύ τους, και 
η τοποθέτηση των περισσότερων καταλοίπων κυστεΐνης είναι συντηρηµένη, γεγονός 
που υποδεικνύει ότι η τριτοταγής δοµή των περιοχών αυτών ίσως είναι η ίδια. Τα 
κατάλοιπα Cys στην D3-περιοχή φαίνεται να συµµετέχουν σε έναν ενδοµοριακό 
δισουλφιδικό δεσµό απαραίτητο για την διαµόρφωση των πολυµερών, ενώ αυτά των 
D1, D’, D2, D4 περιοχών εµπλέκονται αποκλειστικά σε ενδοµοριακούς δεσµούς [25].  
Το προπεπτίδιο του vWF φαίνεται να απαιτείται για την φυσιολογική διαµόρφωση 
των πολυµερών. 
    Σε µελέτες, η διαγραφή του προπεπτιδίου του vWF φαίνεται να εµποδίζει τον 
πολυµερισµό [26,27,28], ενώ µεταλλάξεις που οδηγούν σε κατάργηση της αποκοπής 
του προπεπτιδίου όχι [26,28]. Αυτή η παρατήρηση, δείχνει ότι το προπεπτίδιο του 
vWF µπορεί άµεσα να καταλύσει τον σχηµατισµό δισουλφιδικών στα πολυµερή του 
vWF [26,29]. 
    Οι επαναλαµβανόµενες Α-επικράτειες είναι µοτίβα τριπλετών αποτελούµενα από 
τα κατάλοιπα 497-1111 του ώριµου vWF. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, µοτίβα σαν τις 
Α-περιοχές είναι παρόντα και σε άλλες πρωτεΐνες, όπως κάποιες ιντεγκρίνες (Mac-1, 
LFA-1, p150,95, VLA-2), ή σε συστατικά συµπλόκων όπως διαφόρων τύπων 
κολλαγόνου ή του παράγοντα Β. Μεταξύ των πρωτεϊνών που περιέχουν τουλάχιστον 
µια Α-περιοχή, είναι η VLA-2 (Very Late Antigen, πολύ πρόσφατο αντιγόνο), η Α-
περιοχή της οποίας είναι µέρος ενός ετεροδιµερούς συµπλόκου (γνωστό στα 
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αιµοπετάλια ως GP Ia-ha) που αλληλεπιδρά µε το κολλαγόνο. Επιπροσθέτως, µερικά 
από τα πολλά αντίγραφα της Α-περιοχής στην α3(VI) αλυσίδα του κολλαγόνου τύπου 
VI µπορεί επίσης να συµµετέχει στην αλληλεπίδραση µε άλλα είδη κολλαγόνου. 
Σύµφωνα µε αυτές τις οµοιότητες στο δέσιµο των προσδετών, οι Α-περιοχές σε 
διάφορες πρωτεΐνες σαφώς εµπλέκονται σε εξειδικευµένες αναγνωρίσεις [25]. 
     Οι Α1, Α2 και Α3 περιοχές είναι το κλειδί για τις µακροµοριακές αλληλεπιδράσεις 
του vWF. Η Α1-περιοχή του vWF περιέχει έναν ενδοµοριακό δισουλφιδικό δεσµό 
µεταξύ των Cys509-Cys695 που δηµιουργεί µια θηλιά 185 καταλοίπων. Στην θηλιά 
αυτή περιέχονται θέσεις δέσµευσης για διάφορα µακροµόρια, συµπεριλαµβανοµένου 
και του υποδοχέα GPIb των αιµοπεταλίων. Συγκεκριµένα οι περιοχές ανάµεσα στα 
κατάλοιπα 559-566 (β3 περιοχή) και στα κατάλοιπα 594-603 (α3 έλικα), φαίνεται να 
είναι αυτές που αλληλεπιδρούν µε εξειδικευµένα κατάλοιπα του υποδοχέα GPIb. Σε 
διάλυµα, ο ανθρώπινος vWF δεν δεσµεύεται αυθόρµητα στον GPIb. Αυτή η 
αντίδραση, προωθείται φυσιολογικά από την δέσµευση του vWF στο υπενδοθηλιακό 
συνδετικό ιστό [30], ενώ in vitro, η δέσµευση του vWF µε τον GPIb µπορεί να 
προαχθεί µε το αντιβιοτικό ριστοσετίνη (ristocetin) [26]. Η συνάθροιση των 
αιµοπεταλίων που προωθείται από το αντιβιοτικό ριστοσετίνη αποτελεί και την βάση 
πολλών κλινικών δοκιµών της λειτουργίας του vWF [31]. ∆ιακριτά τµήµατα της Α1- 
περιοχής µεσολαβούν στην προωθούµενη από το αντιβιοτικό ριστοσετίνη δέσµευση 
του vWF µε τον GPIb των αιµοπεταλίων [32]. Το δηλητήριο πολλών οχιών του 
γένους Bothrops, ειδικά οι Bothrops jararaea, περιέχει µια πρωτεΐνη που ονοµάζεται 
“bothrocetin” που επίσης προωθεί την αλληλεπίδραση του vWF µε τον GPIb [33]. Η 
“bothrocetin” δένεται άµεσα στην Α1-επικράτεια µέσα στην θηλιά που δηµιουργείται 
από τις Cys509- Cys695 [34]. Αυτή η ίδια περιοχή περιέχει διακριτές θέσεις 
δέσµευσης για την ηπαρίνη [26], τα σουλφίδια [35,36] και το κολλαγόνο [28]. Παρά 
τις κάποιες δοµικές οµοιότητες, η ηπαρίνη και τα σουλφίδια δεν δεσµεύονται 
συναγωνιστικά στον vWF [35]. Μια δεύτερη θέση δέσµευσης κολλαγόνου είναι 
τοποθετηµένη στην Α3-περιοχή [26]. Η Α3-περιοχή περιέχει επίσης έναν 
ενδοµοριακό δισουλφιδικό δεσµό µεταξύ των Cys923-Cys1109, που δηµιουργεί µια 
θηλιά ίδιου µήκους µε αυτής της Α1-περιοχής [37]. Η Α2-περιοχή του vWF είναι 
παρόµοια µε τις Α1 και Α3 περιοχές σε πρωτοταγή δοµή αλλά στερείται της 
διατηρηµένης δισουλφιδικής θηλιάς (Εικ.6).  
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Εικ.6 Οι περιοχές Α1 και η Α3 περιέχουν από έναν ενδοµοριακό δισουλφιδικό δεσµό µεταξύ των Ν 
και C τελικών τους άκρων που δηµιουργούν από µια θηλιά. Η Α2-περιοχή του vWF είναι παρόµοια µε 
τις Α1 και Α3 περιοχές σε πρωτοταγή δοµή αλλά στερείται της διατηρηµένης δισουλφιδικής θηλιάς 
 
 
    Μεταλλαξιγένεση στον vWF δείχνει ότι µέρος της καρβοξυτελικής έλικας της Α2-
περιοχής, µακριά από το δεσµό Tyr- Met, είναι υπεύθυνο για την γρήγορη πέψη από 
την ADAMTS-13 [38]. Έτσι, οι πλούσιες σε κυστεΐνη περιοχές της ADAMTS-13 
ίσως αλληλεπιδρούν µε µια βοηθητική θέση δέσµευσης της Α2-περιοχής του vWF. Η 
ADAMTS-13 φαίνεται επίσης να ρυθµίζεται από δοµές του vWF έξω από την Α2-
περιοχή. Έτσι, η Α1-περιοχή αναστέλλει την πέψη της παρακείµενης Α2-περιοχής 
πολλών γενετικώς ανασυνδιασµένων υποστρωµάτων της ADAMTS-13, ενώ η 
αναστολή δεν πραγµατοποιείται όταν η ηπαρίνη ή ένα κοµµάτι του GPIba των 
αιµοπεταλίων δεσµεύεται στην Α1-περιοχή [39]. Παρόµοια ρυθµιστική λειτουργία 
έχει προταθεί και για την Α3-περιοχή  του vWF και των CUB-περιοχών της 
ADAMTS-13 [40,41,42]. Αυτά τα δεδοµένα, προτείνουν ότι η δέσµευση του vWF 
στα αιµοπετάλια ίσως προάγει την πέψη της Α2-περιοχής από την ADAMTS-13, 
προσθέτοντας στην ανατροφοδοτική αναστολή του vWF που στηρίζεται στην 
θρόµβωση αιµοπεταλίων. Επίσης η Α2-περιοχή αλληλεπιδρά µε την Α1, 
εµποδίζοντας την να προσδεθεί στον υποδοχέα GPIb των αιµοπεταλίων και 
αναστέλλει έτσι την πήξη του αίµατος.   
    Οι C-περιοχές του vWF έχουν παρόµοια αλληλουχία µε την θροµβοσπονδίνη και 
τα α-προκολλαγόνα τύπου Ι και ΙΙΙ. Οι θέσεις δέσµευσης στον vWF του GPIIb-IIIa 
συµπλόκου των δραστικών αιµοπεταλίων έχει τοποθετηθεί στην αλληλουχία Arg-
Gly-Asp-Ser(1747), δίπλα στο καρβοξυτελικό άκρο της C1-περιοχής [26]. Η 
αλληλουχία Arg-Gly-Asp υπολογίζεται ως το σήµα της θέσης αναγνώρισης ή 
υποδοχέας προσκόλλησης της υπεροικογένειας των ιντεγκρινών, µέλη της οποίας 
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µπορούν επίσης να αλληλεπιδράσουν µε την θροµβοσπονδίνη και το κολλαγόνο και 
απαντώνται σε πρωτεΐνες που επίσης δεσµεύονται στο GPIIb-IIIa. Αρκετές άλλες 
ιντεγκρίνες εκτός  του GPIIb-IIIa , περιλαµβάνουν και υποδοχείς που αναγνωρίζουν 
την αλληλουχία Arg-Gly-Asp µέσω προσδετών τους, όµως δεν δένονται στον vWF. 
Αυτή η αλληλεπίδραση ευθύνεται για την δραστικότητα προσκόλλησης κυττάρων 
των πρωτεϊνών αυτών [43].  
    Η µόνη πληροφορία για τις λειτουργίες των Β-περιοχών είναι ότι µια κατάλληλη 
διαµόρφωση της Β2-περιοχής που εξαρτάται κάποια κρίσιµα κατάλοιπα Cys, ίσως 
είναι υπεύθυνη για την φυσιολογική πρωτεολυτική επεξεργασία των πολυµερών του 
vWF από την ADAMTS-13, δηλαδή την πέψη της Tyr1605-Met2606 στην Α2-
περιοχή. Μετάλλαξη των Cys αυτών σε Phe στη θέση 2362 σχετίζεται µε 
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8. ∆οµή των περιοχών Α1 και Α2 
 
    Οι περιοχές Α (Α1,Α2,Α3) του vWF βρίσκεται σε διάφορες πρωτεΐνες του 
πλάσµατος που συµµετέχουν σε διαφορετικές βιολογικές λειτουργίες και θεωρείται 
προτύπη για µια υπεροικογένεια πρωτεϊνών που περιλαµβάνει τουλάχιστον 75 
πρωτεΐνες που είναι οµόλογες στην αλληλουχία. Οι Α1, Α2 και Α3 περιοχές είναι το 
κλειδί για τις µακροµοριακές αλληλεπιδράσεις του vWF. 
   Η Α1-περιοχή αντιστοιχεί στα κατάλοιπα 497-716 του ώριµου vWF και το 
αµινοτελικό άκρο της συνδέεται µε το καρβοξυτελικό άκρο της µέσω ενός 
δισουλφιδικού δεσµού ανάµεσα στις Cys509 και Cys695. Η θηλιά αυτή εµπλέκεται 
στην δέσµευση του vWF στον γλυκοπρωτεινικό υποδοχέα Ιb των αιµοπεταλίων 
(GPIb). Η δέσµευση αυτή όµως δεν γίνεται αυθόρµητα, διαµορφωτικές αλλαγές 
φαίνεται να αποκαλύπτονται στις περιοχές του vWF µετά την δέσµευση του, µέσω 
άλλων τµηµάτων του, στο κολλαγόνο. Η Α1-περιοχή του vWF περιέχει επίσης 
διακριτές θέσεις δέσµευσης για την ηπαρίνη, τα σουλφίδια και το κολλαγόνο. Η 
δέσµευση του vWF στο κολλαγόνο επιτρέπει την αλληλεπίδραση µε τον GPIb, ενώ η 
δέσµευση του vWF µε την ηπαρίνη την αναστέλλει. 
    Η δοµή της Α1 περιοχής απεικονίζεται στην Εικόνα 7. Η περιοχή Α1 του vWF 
διαµορφώνει την κύρια περιοχή συνδέσης µε την γλυκοπρωτεΐνη Ib των 
αιµοπεταλίων (GpIb), µια αλληλεπίδραση που είναι στενά ρυθµισµένη. Η 
κρυσταλλική δοµή της Α1 έχει επιλυθεί σε ευκρίνεια 2,3 Å [48]. Η πτυχωτή της 
επιφάνεια είναι όµοια µε της Α3 επικράτειας του vWF και της ιντεγκρίνης Ι και έχει 
µία κεντρική υδρόφοβη β-πτυχή που πλαισιώνεται από δύο έλικες. Οι έλικες 
ονοµάζονται 1-7 και τα άκρα τους Α-F. Το Ν- και το C- τελικό άκρο ενώνεται µε ένα 
δισουλφιδικό δεσµό (Cys509-Cys695). Ο δισουλφιδικός δεσµός ενώνει 11 κατάλοιπα 
του Ν- τελικού άκρου µε 10 κατάλοιπα του C- τελικού άκρου. Το γενικό σχήµα της 
δοµής είναι κυβοειδής, µε έξι σχεδόν επίπεδες επιφάνειες. Η πρόσθια επιφάνεια 
βρίσκεται στο ένα άκρο της β-πτυχής και περιέχει τις πλευρικές αλυσίδες των ελίκων 
3 και 4, της C-πτυχωτής επιφάνειας και τις θηλιές που συνδέουν τις πλευρικές 
αλυσίδες. Η οπίσθια επιφάνεια βρίσκεται στο C- τελικό άκρο της β-πτυχωτής 
επιφάνειας και αποτελείται από τους βρόχους που συνδέουν την πτυχή µε τις έλικες 
που την πλαισιώνουν [48].  
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   Εικ.7 Η δοµή της Α1 επικράτειας του vWF                 
 
    Η Α2-περιοχή του vWF αντιστοιχεί στα κατάλοιπα 717-909 και δεν περιέχει 
δισουλφιδικό δεσµό ανάµεσα στο αµινοτελικό και καρβοξυτελικό της άκρο. Περιέχει 
µια φυσιολογική θέση πέψης µεταξύ των Tyr842 και Met843 [46, 47] την οποία 
αναγνωρίζει η µεταλλοπρωτεάση ADAMTS-13 και συνδέεται µε την φυσιολογική 
ανακύκληση του vWF. 
    Η δοµή της Α2 περιοχής φαίνεται στην Εικόνα 8. Η κρυσταλλική δοµή (1,9 Å) της 
περιοχής Α2 περιλαµβάνει ένα βρόγχο αντίθετα  της α4 έλικας, και µία cis- προλίνη. 
Η κεντρική β4-πτυχή είναι φτωχά πακεταρισµένη. Η θέση κοπής από την ADAMTS-
13 (Tyr842 και Met843) βρίσκεται στη β4-πτυχωτή επιφάνεια, και η τυροσίνη δοµικά 
συνδέεται στο C- άκρο της α6 έλικας. Η α6 έλικα καταλήγει σε δύο κατάλοιπα 
κυστεϊνης τα οποία συνδέονται µε ένα ασυνήθιστο δισουλφιδικό δεσµό ο οποίος 
µπαίνει σε ένα υδρόφοβο θύλακα. Αυτά τα χαρακτηριστικά γνωρίσµατα µπορούν να 
περιορίσουν την ισχύ της δοµής έτσι ώστε να µπορεί να ξεδιπλώνει και να 
ξαναδιπλώνει. Οι µεταλλάξεις που προκαλούνται από τη νόσο von Willebrand 
φαίνεται, µε βάση τη δοµή, ότι µειώνουν πιθανώς τη δυνατότητα της Α2 επικρεάτειας 
να ξεδιπλώνει [49].  
    Η κύρια δοµική διαφορά µεταξύ των A2 και Α1 επικρατειών είναι ότι η πρώτη έχει 
µεγαλύτερη κατανοµή θετικών και αρνητικών φορτίων στην επιφάνειά της από την 
επιφάνεια της τελευταίας, όπου κυριαρχεί το θετικό φορτίο. Η A2 περιοχή είναι η 
µοναδική από τις τρεις περιοχές του vWF που περιέχει δύο υποθετικές περιοχές 
γλυκοζυλίωσης, τις N752 και N811. Η διαµόρφωση της περιοχής Α1 ρυθµίζει µέσω 
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αλλοστερικών µηχανισµών τη δυνατότητα πρόσβασης της περιοχής κοπής της 
ADAMTS-13 στη A2 περιοχή του vWF [50]. 
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Σκοπός της Εργασίας 
 
    Από έρευνες φαίνεται πως η Α1-επικράτεια αλληλεπιδρά µε τον υποδοχέα GPIb 
των αιµοπεταλίων προωθώντας την πήξη του αίµατος. Αντίθετα η Α2-επικράτεια 
φαίνεται να προσδένεται στην Α1 εµποδίζοντας την να προσδεθεί στον GPIb, έχοντας 
εποµένως ανασταλτική δράση στην πήξη του αίµατος. Μαθαίνοντας λοιπόν 
περισσότερα για τον τρόπο αλληλεπίδρασης των επικρατειών Α1 και Α2 του vWF, θα 
ανοίξουν νέοι δρόµοι για την ανάπτυξη καινούριων αντιθροµβωτικών µηχανισµών 
που θα δρουν άµεσα εναντίον του σχηµατισµού του συµπλόκου Α1-GPIb. Έτσι αφού 
η Α2 έχει δραστικότητα αναστολέα του παραπάνω συµπλόκου, θα µπορούσε να 
αποτελέσει ένα αντιθροµβωτικό µέσο, αφού µπορεί να παραχθεί εύκολα και γρήγορα 
από βακτήρια µιας και δεν απαιτεί µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις για την 
ανασταλτική της δράση. Επίσης γνωρίζοντας τον τρόπο αλληλεπίδρασης των δύο 
περιοχών Α1 και Α2, θα µπορούσαν να σχεδιαστούν µόρια που µιµούµενα την Α2 
πρωτεΐνη, θα συνδέονταν στην Α1 εµποδίζοντας την πρόσδεσή της στον GPIb και 
άρα την πήξη του αίµατος. Έτσι θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν ως διαλυτοί 
αντιθροµβωτικοί παράγοντες. 
    Στόχος της εργασίας αυτής ήταν να καθαριστούν οι Α1 και Α2 επικράτειες του 
παράγοντα πήξης του αίµατος vWF αφού πρώτα κλωνοποιήθηκαν και 
υπερεκφραστήκαν, ώστε να µελετηθεί η αλληλεπίδρασή τους.  Η µελέτη της 
αλληλεπίδρασης των επικρατείων Α1 και Α2 έγινε µε τις µεθόδους της 
φασµατοπολωσιµετρίας κυκλικού διχροϊσµού και της φασµατοσκοπίας φθορισµού. 
Οι τεχνικές αυτές έδειξαν ότι είναι εφικτή η µελέτη της αλληλεπίδρασης των 
επικρατειών Α1 και Α2 µέσω κατευθυνόµενης µεταλλαξιγένεσης της περιοχής Α2. 
Πολλά µοντέλα κατευθυνόµενης µεταλλαξιγένεσης έχουν βρεθεί και έχουν ερευνηθεί 
αλλά έχουµε καταλήξει σε τρία πιο πιθανά µοντέλα αλληλεπίδρασης αποκλείοντας 
πολλά αµινοξέα της Α1 περιοχής που είναι γνωστό ότι αλληλεπιδρούν µε άλλα µόρια.  
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Ι. ΚΥΤΤΑΡΑ, ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΟΙ ΦΟΡΕΙΣ ΚΑΙ ΕΝΖΥΜΑ 
 
1. Επιδεκτικά Κύτταρα BL21 
  
    Το είδος των κυττάρων Escherichia coli BL21 χρησιµοποιείται συνήθως ως 
αποδέκτες για πρωτεϊνική έκφραση και καθαρισµό. Όταν απαιτούνται µεγάλες 
ποσότητες των πλήρως πρωτεϊνών δευτεροταγής δοµής, το είδος των κυττάρων 
Escherichia coli BL21 αυξάνεται συχνά µε ελάχιστα µέσα ανάπτυξης. Τα BL21 
κύτταρα µπορούν να χρησιµοποιηθούν µε  πρωτεϊνικούς φορείς έκφρασης που είναι 
υπό έλεγχο της T7 λυσοζύµης, όπως οι φορείς PET. Αυτό το είδος των κυττάρων 
περιέχει το T7 γονίδιο βακτηριοφάγων 1, που κωδικοποιεί την Τ7 RNA πολυµεράση 
υπό έλεγχο του γονιδίου-υποκινητή lacUV5. Η T7 λυσοζύµη  χαµηλώνει το επίπεδο 
έκφρασης των γονιδίων στόχων υπό έλεγχο του T7 γονιδίου-υποκινητή αλλά δεν 
παρεµποδίζει το επίπεδο έκφρασης που επιτυγχάνεται µετά από την χρήση του IPTG. 
    Η παρασκευή των BL21 επιδεκτικών κυττάρων βασίζεται στο πρωτόκολλο CaCl2 
Competent Cells και η διαδικασία αυτή περιλαµβάνει τα εξής στάδια: 
1) Πρώτη µέρα: Καλλιέργεια κυττάρων σε 3ml LB θρεπτικό υλικό (από αποικίες 
κυττάρων που έχουν µεγαλώσει σε τρυβλίο µε LB άγαρ θρεπτικό υλικό) και επώαση 
στους 37ο C στις 210rpm για 16 ώρες 
2) ∆εύτερη µέρα:  
• Καλλιέργεια κυττάρων σε 100ml LB θρεπτικό υλικό (1 ml από την καλλιέργεια των 
3ml) και επώαση στους 37ο C στις 210rpm έως ότου η O.D.595nm φτάσει 0,4 
• Μόλις γίνει η O.D.595nm 0,4 γίνεται µεταφορά των κυττάρων σε αποστειρωµένους 
σωλήνες  των 50ml και τοποθέτηση αυτών για 10 λεπτά στον πάγο 
• Φυγοκέντρηση των κυττάρων στους 4ο C στις 4000rpm για 10 λεπτά 
• Απόρριψη υπερκείµενου και τοποθέτηση των σωλήνων κατακόρυφα για 1 λεπτό 
ώστε να φύγει η περίσσεια του υπερκείµενου.  
• Προσθήκη 30ml παγωµένου διαλύµατος MgCl2-CaCl2 (αναλογία 80% MgCl2 και 
20% Cacl2) σε κάθε σωλήνα 
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• Φυγοκέντρηση των κυττάρων στους 4ο C στις 4000rpm για 10 λεπτά 
• Τοποθέτηση των σωλήνων κατακόρυφα για 1 λεπτό ώστε να φύγει η περίσσεια του 
υπερκείµενου  
• Προσθήκη 2ml CaCl2 (συγκέντωσης 0,1M) σε κάθε σωλήνα 
• Προσθήκη 70µl DMSO και ανάδευση ελαφρώς για 15 λεπτά στον πάγο 
• Προσθήκη 70µl DMSO και ανάδευση ελαφρώς και γρήγορη διανοµή των κυττάρων 
σε σωλήνες των 200µl  
• Αποθήκευση στους -80ο C   
    Η µέθοδος αυτή παραγωγής επιδεκτικών κυττάρων ενδείκνυται για όλα τα είδη 
επιδεκτικών κυττάρων, όπως τα Rosseta, τα XL1-Blue, DH5a κα. 
   
2. Το σύστηµα pET 
     
     Το pET σύστηµα είναι το πιο ισχυρό µέχρι στιγµής σύστηµα για την κλωνοποίηση 
και έκφραση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών σε E.coli. Τα γονίδια στόχοι 
κλωνοποιούνται στα pET πλασµίδια κάτω από τον έλεγχο ισχυρών Τ7 σηµάτων 
µεταγραφής και µετάφρασης. Η έκφραση επάγεται παρέχοντας µια πηγή Τ7 RNA 
πολυµεράσης στα κύτταρα – ξενιστές. Η Τ7 RNA πολυµεράση είναι τόσο επιλεκτική 
και ενεργή ώστε, όταν γίνεται πλήρης επαγωγή της, όλες σχεδόν οι πηγές του 
κυττάρου µεταστρέφονται προς τη στόχευση της γονιδιακής έκφρασης. Το επιθυµητό 
προϊόν µπορεί να αποτελεί παραπάνω από το 50% των ολικών κυτταρικών πρωτεϊνών 
λίγες ώρες µετά την επαγωγή. Ένα ακόµα πλεονέκτηµα του συστήµατος αυτού είναι 
η ικανότητά του να διατηρεί τα γονίδια στόχους µεταγραφικά σιωπηλά στο µη 
επαγόµενο στάδιο. Η έκφραση των γονιδίων - στόχων µπορεί να ξεκινήσει µε τη 
µεταφορά του πλασµιδίου σε ξενιστή που περιέχει ένα χρωµοσωµικό αντίγραφο του 
γονιδίου της T7 RNA πολυµεράσης. Στην περίπτωση αυτή, η έκφραση επάγεται µε 
την προσθήκη IPTG στη βακτηριακή καλλιέργεια. Ο φορέας που χρησιµοποιείται 
είναι ο pET49b.  
 
pET-49b(+) 
    Ο φορέας αυτός έχει σχεδιαστεί για την κλωνοποίηση και υψηλού επιπέδου 
έκφραση πρωτεϊνών που είναι συνδεδεµένες µε την GST αλληλουχία η οποία µπορεί 
να κοπεί µε την πρωτεάση 3C. Η GST ουρά χρησιµοποιείται ως συνέχεια πρωτεϊνών 
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που επιλέγεται να εκφραστούν σε κύτταρα Ε.Coli, και έχει ως στόχο την αύξηση της 
διαλυτότητας των πρωτεϊνών στόχων και τον καθαρισµό τους µε ακινητοποιηµένη 
γλουταθειόνη και την τελική έκλουσή τους µε ανηγµένη γλουταθειόνη. Ο θέση 
ένθεσης είναι επίσης διαθέσιµη για πρωτεΐνες εµπλουτισµένες µε ουρά His στο Ν-
τελικό τους άκρο. Το πλασµίδιο περιέχει επίσης έναν ισχυρό προαγωγέα Τ7 lac, την 
κωδική αλληλουχία για την πέψη από την πρωτεάση 3C και την µετακίνηση έτσι των 
Ν-τελικών συνδεδεµένων ουρών και µια πολλαπλή θέση κλωνοποίησης που περιέχει 




Εικ. 9 Χάρτης περιορισµού του πλασµιδιακού φορέα pET-49b 
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3. HRV 3C Πρωτεάση 
 
    Ο ανασυνδυαζόµενος τύπος της 3C πρωτεάσης από τον ανθρώπινο ρινοιό (HRV 
3C) είναι µια ανασυνδυαζόµενη πρωτεάση ειδική για κάποια αµινοξέα. Η HRV 3C 
είναι µια ιδιαίτερα ανασυνδυαζόµενη πρωτεΐνη 6XHis, η οποία αναγνωρίζει την ίδια 
περιοχή κοπής µε το πρωταρχικό ένζυµο: LeuGluValLeuPheGln↓GlyPro. Το µικρό 
µέγεθος 22-kDa της πρωτεάσης (22-kDa), η βέλτιστη δραστηριότητα στους 4° C, η 
υψηλή ιδιοµορφία, και η Ηis ούρα κάνουν την HRV 3C  πρωτεάση µια ιδανική 
επιλογή για τη γρήγορη κοπή των ουρών. Η HRV 3C  πρωτεάση χρησιµοποιείται για 
























Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




1. Ρυθµιστικά διαλύµατα 
 




Tris base 242g 
Οξικό Οξύ 57.1ml 
EDTA 0.5M pH 8 100ml 
Απιονισµένο Η2Ο Μέχρι 1lt 
 




Trizma base 54g 
Βορικό οξύ 27.5g 
EDTA 0.5M pH 8 20ml 
Απιονισµένο Η2Ο Μέχρι 1lt 
 




Tris HCl 25mM 
Γλυκίνη 0,2M 
SDS 35mM 
Απιονισµένο Η2Ο Μέχρι 1lt 
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Tris base pH 8.3 3.03g 
Γλυκίνη 14.4g 
Μεθανόλη 200ml 
Απιονισµένο Η2Ο Μέχρι 1lt 
 
• Ρυθµιστικό διάλυµα loading buffer (6x) για την ηλεκτροφόρηση νουκλεικών οξέων 
 
Αντιδραστήριο Ποσότητα 
Bromophenol Blue 0.09% 




• Ρυθµιστικό διάλυµα φόρτωσης πρωτεϊνών (2x) σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου 
 
Αντιδραστήριο Ποσότητα 
Tris HCL pH 6.8 50mM 
SDS 2% 
Bromophenol Blue 0.1% 
Γλυκερόλη 10% 
 
• Χρωστική κυανού Coomasie χρώσης πηκτώµατος ακρυλαµιδίου 
 
Αντιδραστήριο Ποσότητα 
Χρωστική κυανούν coomasie 0,25% 
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• ∆ιάλυµα αποχρωµατισµού πηκτώµατος ακρυλαµιδίου 
 
Αντιδραστήριο Ποσότητα 
Οξικό οξύ 10% 
Μεθανόλη 45% 
 














2. Θρεπτικά υλικά 
 
• Υγρό θρεπτικό µέσο (LB Broth) pH 7.2 
 
Αντιδραστηρίο Τυπική αναλογία (g/l) 
NaCl 10 
Tryptone 10 
Yeast extract  5 
 
Για τελικό όγκο θρεπτικού µέσου 1lt χρησιµοποιούνται: 
LB Broth 25g και απιονισµένο Η2Ο       
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• Στερεό θρεπτικό µέσο (LB Agar) pH 7.2 
 
Αντιδραστήριο Τυπική αναλογία (g/l) 
NaCl 10 
Tryptone 10 
Yeast extract  5 
Άγαρ 15 
 
Για τελικό όγκο στερεού θρεπτικού µέσου 1lt χρησιµοποιούνται: 
LB agar 40g και απιονισµένο Η2Ο   
                               
3. Μάρτυρες  
• Μάρτυρας για ηλεκτροφόρηση πηκτώµατος αγαρόζης 
Ladder PCR 2-log DNA Ladder (0,1-10kb) 
• Μάρτυρες για ηλεκτροφόρηση πηκτώµατος ακρυλαµιδίου 
1) Protein marker, Broad Range (2-212kDa) 
2) Color Plus Pre-stained Protein Ladder, Broad Range (10-230kDa)  
3) Bench Mark Pre-stained Protein Ladder (6-180 kDa) 
 
4. Αντισώµατα  
 Αντισώµατα Εταιρεία  Συγκέντρωση - 
Αραίωση 
1 His – rabbit polyclonal 
antiPohistidine 
Novus biologicals 1:2000 – 1:10.000 
2 Mouse monoclonal antihuman 
von Willebrand Factor A2 
antibody 
R & D Systems 0,5 – 1 µg / ml 
3 Mouse antiHis tag-HRP  
Monoclonal antibody 
AbB serotec 1:20 – 1:10.000 
4 Goat antirabbit HRP  Millipore 1:5000 – 1:100.000 
5 Goat antimouse HRP  Millipore 1:5000 – 1:100.000 
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   Οι καλλιέργειες χωρίζονται σε:  
 
• Καλλιέργεια κυττάρων σε στερεό υπόστρωµα 
    Τα µετασχηµατισµένα κύτταρα µεταφέρονται σε τρυβλίο που έχει στρωθεί µε 
στερεό θρεπτικό µέσο LB-agar. To στερεό αυτό θρεπτικό µέσο, σχηµατίζεται αφού 
διαλυθούν 4g του σε 100ml απιονισµένο H2O. Το διάλυµα αυτό θα πρέπει να 
αναδευτεί και να αποστειρωθεί. Σε 20ml από το παραπάνω διάλυµα προστίθενται 
20µl του αντιβιοτικού καναµυκίνη (επιλέγεται γιατί ο φορέας pET49(+) είναι 
ανθεκτικός σε αυτό). Η ποσότητα αυτή στρώνεται στο τρυβλίο και αφού πήξει, 
προστίθενται τα µετασχηµατισµένα κύτταρα. Το τρυβλίο επωάζεται για περίπου 16 
ώρες στους 37 ºC. Στο τρυβλίο µετά το πέρας των απαραίτητων ωρών έχουν 
αναπτυχθεί µπλε και άσπρες αποικίες. Μονό οι άσπρες αποτελούνται από 
µετασχηµατισµένα κύτταρα.    
 
•  Καλλιέργεια κυττάρων σε υγρό υπόστρωµα 
    Αφού επιλεγεί µια άσπρη αποικία από το τρυβλίο, µεταφέρεται σε περίπου 5ml 
υγρού θρεπτικού µέσου LB. Το θρεπτικό αυτό µέσο δηµιουργείται αφού διαλυθούν 
25g LB σε 1lt H2O και το προκύπτον διάλυµα αναδευτεί καλά και αποστειρωθεί. Και 
σε αυτήν την διαδικασία προστίθεται το αντιβιοτικό καναµυκίνη. Το θρεπτικό µέσο 
µε την λευκή αποικία που έχει µεταφερθεί σε αυτό επωάζεται για περίπου 3-4 ώρες 
στους 37 ºC και µόλις η O.D.595nm φθάσει 0,6 προστίθεται IPTG (0,1mΜ). Το IPTG 
είναι ουσία που προωθεί στην υπερέκφραση της επικείµενης πρωτεΐνης επιδρώντας 
στον προαγώγεα του φορέα. Η επώαση συνεχίζεται και µετά την προσθήκη IPTG 
στους 16 ºC για περίπου 16 ώρες. Μέσω της διαδικασίας αυτής καλλιεργούνται µόνο 
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    Η γλουταθειόνη 4Β Σεφαρόση σχεδιάστηκε για το καθαρισµό µε ένα βήµα των 
γλουταθείονη– S –τρανσφερασών, των γλουταθείο-εξαρτώµενων πρωτεϊνών και των 
ανασυνδυασµένων παραγώγων της γλουταθείο–S–τρανσφεράσης, που 
περιλαµβάνουν την GST αλληλουχία.. Οι πρωτεΐνες µε GST µπορούν να 
καθαριστούν άµεσα από βακτηριακές λύσεις χρησιµοποιώντας την γλουταθειόνη 4Β 
Σεφαρόση. Οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται µε έκλουση κάτω από ήπιες συνθήκες µη 
µετουσίωσης που συντηρούν την πρωτεϊνική δοµή και λειτουργία. Η κοπή της 
επιθυµητής πρωτεΐνης από την GST επιτυγχάνεται χρησιµοποιώντας µια 
συγκεκριµένη πρωτεάση (συγκεκραµένα την 3C), η οποία αναγνωρίζει τις θέσεις 




    Η µέθοδος καθαρισµού οποιασδήποτε πρωτεΐνης (Α1, Α2, 3C) µε χρωµατογραφία 
συγγένειας έχει τα εξής βήµατα:  
• Σε θρεπτικό υλικό 1000ml γίνεται προσθήκη 10ml των βακτηριακών κυττάρων 
BL21 που περιέχουν το πλασµίδιο pET49(+) που περιλαµβάνει την επικείµενη 
πρωτεΐνη. 
• Επώαση της καλλιέργειας των κυττάρων για περίπου 3-4 ώρες στους 37 ºC, στις 
210rpm έως ότου η O.D.595nm είναι 0,6 προστίθεται IPTG (0,1mΜ). Το IPTG είναι 
ουσία που προωθεί την υπερέκφραση της πρωτείνης που µας ενδιαφέρει επιδρώντας 
στον προαγωγέα του φορέα.  
• Επώαση της καλλιέργειας των µετασχηµατισµένων κυττάρων στους 16 ºC, στις 
150-180rpm για περίπου16 ώρες   
• ∆ιανοµή των κυττάρων σε σωλήνες των 50ml και φυγοκέντρηση της καλλιέργειας 
στους 4ºC, στις  4000rpm για 10 λεπτά (συλλογή ιζήµατος και απόρριψη 
υπερκείµενου) 
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• Τοποθέτηση των κυττάρων στον πάγο και προσθήκη 2-3 κόκκους λυσοζύµης 
(10mg/lt), αναστολείς πρωτεασών (PMSF συγκέντρωσης 100mM) και buffer 
εξισορρόπησης PBS (1Χ) . 
• Αναδιάλυση των κυττάρων τα οποία βρίσκονται µέσα στον πάγο 
• Τοποθέτηση των κύτταρων στον πάγο για 1 ώρα και διάσπαση αυτών µε υπέρηχους 
έως ότου να διαφανοποιήθει το µίγµα   
•  ∆ιανοµή των κυττάρων σε σωλήνες των 1,5ml και φυγοκέντρηση στους 4ºC, στις  
14500rpm για 20 λεπτά (συλλογή υπερκείµενου που περιέχει την πρωτεΐνη και 
απόρριψη ιζήµατος που περιέχει τα συστατικά των κυττάρων) 
• Προσθήκη του υπερκείµενου στην στήλη GSH την οποία πρώτα έχουµε 
εξισορροπήσει µε buffer εξισορρόπησης PBS (1Χ) ώστε να βρίσκεται στο ίδιο 
διάλυµα µε τα κύτταρα 
• Επώαση της στήλης στους  4ºC και ταυτόχρονη ανάδευση για 2 ώρες προκειµένου 
για να δεθεί η πρωτεΐνη στη στήλη    
• Σε σύριγγα που έχει επενδυθεί µε υαλοβάµβακα στη βάση της (λειτουργεί ως 
στεγανό της στήλης) γίνεται προσθήκη της στήλης και περνούν οι πρωτεΐνες που δεν 
έχουν προσδεθεί στη στήλη (flow through)  
• Πλύση της στήλης µε PBS (1Χ) για να απορριφθούν τυχόν πρωτεΐνες µικρής 
συγγένειας που έχουν προσδεθεί στη στήλη. Γίνονται πλύσεις 10 όγκων στήλης 
• Έκλουση της στήλης µε γλουταθειόνη (10mM και ρύθµιση του pH στο 7-8). Η 
γλουταθειόνη του διαλύµατος ανταγωνίζεται την GST ουρά των πρωτεϊνών που 
έχουν κατακρατηθεί στην στήλη για τα σφαιρίδια αυτής και έτσι προκαλεί την 
έκλουσή τους.  Γίνεται συλλογή των εκλούσεων σε  σωλήνες των 1,5ml  
• Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου του flow through, των πλύσεων και των 
εκλούσεων. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται για να διαπιστωθεί αν η πρωτεΐνη βρίσκεται 
στις εκλούσεις και απέχει από τις πλύσεις και το flow through.  
•  Συλλογή των εκλούσεων που περιέχουν την πρωτεΐνη σε µεµβράνη (Visking 
dialysis tubing 20/32) (έχει πρώτα βραστεί σε κορεσµένο διάλυµα NaHCO3) µε 
σκοπό την αποµάκρυνση της γλουταθειόνης από τους πόρους της µεµβράνης η οποία 
βρίσκεται σε buffer διαπίδυσης (Tris NaCl pH 7,4). Το στάδιο αυτό συµβαίνει στους  
4ºC κατά την νύχτα και µε ταυτόχρονη ήπια ανάδευση του buffer διαπίδυσης που 
περιέχει την µεµβράνη.       
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Σηµείωση: Σε περίπτωση που η συγκέντρωση της πρωτεΐνης στα εκλούσµατα είναι 
χαµηλή γίνεται συµπύκνωση της πρωτεΐνης πριν την διαπίδυση. Αυτό επιτυγχάνεται 
µε τη χρήση της PEG (PolyEtlylene Glucol M.B. 20.000) ή σε φίλτρα Vivaspin 15 
(Μ.Β. 10000)  
 
Πέψη µε την πρωτεάση 3C των επικείµενων πρωτεϊνών  
     Σε περίπτωση που καθαριστούν οι υπό µελέτη πρωτεΐνες µε το άνω πρωτόκολλο 
γίνεται πέψη της GST ουράς τους «δένοντας» αυτές στην στήλη GSH και 
προσθέτοντας την πρωτεάση 3C σε αυτήν. Η πρωτεάση 3C που επιλέχτηκε είναι µια 
ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη δεσµευµένη και αυτή µε µια GST ουρά.  
Η διαδικασία έχει ως εξής: 
• Αφού η στήλη εξισορροπηθεί µε το διάλυµα στο οποίο βρίσκεται η πρωτεάση (Tris-
NaCl pH 7,4), προστίθεται η πρωτεάση και οι εκλούσεις που προέκυψαν από την 
προηγούµενη διαδικασία και περιέχουν µόνο τις υπό µελέτη πρωτεΐνες και αφήνεται 
για 2 περίπου ώρες στους 4 ºC υπό ήπια ανάδευση. Στις 2 αυτές ώρες, δρα η 
πρωτεάση και κόβει την GST ουρά που είναι συνδεδεµένη στην πρωτεΐνη και επίσης 
αλληλεπιδρούν οι πρωτεΐνες που περιέχουν GST µε τα σφαιρίδια της στήλης. Έτσι 
στην στήλη θα συγκρατηθούν, η 3C και η ποσότητα της πρωτεΐνης που δεν κόπηκε 
καθώς και οι GST-ουρές.  
• Το ξέπλυµα της στήλης γίνεται µε το ίδιο διάλυµα (Tris-NaCl pH 7,4), οι πλύσεις 
που προκύπτουν περιέχουν όποια πρωτεΐνη δεν έχει GST ουρά, δηλαδή την υπό 
µελέτη πρωτεΐνη από την οποία όµως έχει κοπεί η ουρά.  
• Γίνεται ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου για να διαπιστωθεί αν πράγµατι 
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3. Ηλεκτροφόρηση Πρωτεϊνών σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου (SDS-
PAGE) 
 
    Το ακρυλαµίδιο πολυµερίζεται και σχηµατίζονται αλυσίδες πολυακρυλαµιδίου, 
στις οποίες ενσωµατώνονται κατά διαστήµατα µόρια Ν-Ν-µεθυλενο-δις-
ακρυλαµιδίου (bis). Τα µόρια bis µπορούν να ενσωµατώνονται σε δύο διαφορετικές 
αλυσίδες και έτσι, δηµιουργείται ένα πλέγµα. Ο πολυµερισµός του ακρυλαµιδίου 
επιτυγχάνεται µε το TEMED (τετρµεθυλοδιαµίνη) για τη δράση του οποίου είναι 
απαραίτητη η παρουσία υπερθειϊκών ιόντων. Οι αποδιατακτικοί παράγοντες που 
χρησιµοποιούνται είναι το ιοντικό απορρυπαντικό θειϊκό δωδεκυλικό νάτριο (SDS) 
και η µερκαπτεθανόλη (mercaptoethanol). Το SDS δεσµεύεται στις πρωτεΐνες µε 
σταθερή αναλογία βάρους (1,4gr SDS/ gr πρωτεΐνης) προσδίδοντάς τους αρνητικό 
φορτίο, ανάλογο του µεγέθους τους. Η χρήση της µερκαπτεθανόλης 
(mercaptoethanol) έχει ως αποτέλεσµα την αναγωγή των δισουλφιδικών δεσµών της 
πολυπεπτιδικής αλυσίδας αλλά και αυτών που συνδέουν διαφορετικές πολυπεπτιδικές 
αλυσίδες πολυµερών πρωτεϊνών. Η πλήρης µετουσίωση των πρωτεϊνών 
επιτυγχάνεται µε θέρµανση στους 100ºC για 1 µε 2 λεπτά. Με τον τρόπο αυτό, τα 
πολυπεπτίδια τα οποία αναλύονται σε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση αποκτούν 
αρνητικό φορτίο και η ηλεκτροφορητική τους κινητικότητα είναι συνάρτηση του 
µοριακού τους βάρους. 
 
Πρωτόκολλο πηκτώµατος ακρυλαµιδίου (Εικ. 10) 
 
Εικ. 10 Ηλεκτροφόρηση πηκτώµατος ακρυλαµιδίου 
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    Ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών πραγµατοποιείται µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 
ακρυλαµιδίου 12%. Αυτή, αποτελείται από δύο επιµέρους πηκτές, την πηκτή 
διαχωρισµού (separating gel) και την πηκτή επιστοίβαξης (stacking gel).  
    Η διαδικασία έχει ως εξής:  
• Στήσιµο της συσκευής. 
• Κατασκευή του πηκτώµατος διαχωρισµού  
 
            ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
Απιονισµένο Η20  
Ακρυλαµίδιο  30% 
Tris - HCl (pH 8,8) 1,5mM 
SDS 10% 10% 
APS 10% 10% 
TEMED  
Σύσταση πηκτώµατος διαχωρισµού 12% 
 
• Πήξη του πηκτώµατος, αφού τοποθετηθεί ένα στρώµα ισοπροπανόλης στην 
κορυφή. 
• Κατασκευή του πηκτώµατος επιστοίβαξης  
 
ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
Απιονισµένο Η20  
Ακρυλαµίδιο  30% 
Tris - HCl (pH 6,8) 1mM 
SDS  10% 
APS  10% 
TEMED  
Σύσταση πηκτώµατος επιστοίβαξης 4% 
 
• Ετοιµασία των πρωτεϊνικών δειγµάτων µε προσθήκη loading buffer και θέρµανση 
στους 100ºC για 1-2 λεπτά. 
• Φόρτωση των πρωτεϊνικών δειγµάτων στα φρεάτια του πηκτώµατος επιστοίβαξης. 
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• Ανάλυση των πρωτεϊνικών δειγµάτων στη συσκευή ηλεκτροφόρησης υπό την 
παρουσία ρυθµιστικού διαλύµατος ηλεκτροφόρησης µε 90mA για περίπου 1 ώρα. 
• Bάψιµο του πηκτώµατος µε διάλυµα coomasie για 15 λεπτά. 
• Εµφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών µε το διάλυµα αποχρωµατισµού
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4. Ανοσοαποτύπωση (WESTERN BLOT) 
 
    Για την επιβεβαίωση των ζωνών στην πηκτή ακρυλαµιδίου που αντιπροσωπεύουν 
τις υπό µελέτη πρωτεΐνες, γίνεται µεταφορά τους από το πήκτωµα ακρυλαµιδίου σε 
µεµβράνη PVDF µε την εφαρµογή ηλεκτρικού δυναµικού σε αυτές. Οι πρωτεΐνες, οι 
οποίες ,έχουν αρνητικό φορτίο λόγω της σύνδεσής του µε το SDS, υπό την εφαρµογή 
ηλεκτρικού πεδίου, κινούνται προς την άνοδο. Έτσι, µεταφέρονται διαµέσου της 
πηκτής και καθηλώνονται στο πλέγµα της µεµβράνης µε την βοήθεια υδρόφοβων 
αλληλεπιδράσεων. Με την τεχνική αυτή επιτυγχάνεται η ανίχνευση των 
καθηλωµένων πρωτεϊνών µε την χρήση κατάλληλων αντισωµάτων. 
 
Πρωτόκολλο ανοσοαποτύπωσης (Εικ. 11) 
 
 
Εικ. 11 Ανοσοαποτύπωση 
 
Η διαδικασία έχει ως εξής:  
• Μια µεµβράνη PVDF, ίδιων διαστάσεων µε το πήκτωµα ακρυλαµιδίου, 
ενεργοποιείται καθώς εµβαπτίζεται για 5 λεπτά σε µεθανόλη και στην συνέχεια 
εξισορροπείται στο διάλυµα µεταφοράς (Transfer buffer). Στο ίδιο διάλυµα 
εµβαπτίζεται και το πήκτωµα καθώς και 6 χαρτιά τύπου Whatmann 3MM και 2 
σφουγγαράκια.  
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• Ακολουθεί η διάταξη της µεταφοράς που αποτελείται κατά σειρά από: 1 
σφουγγαράκι, 3 υγρά χαρτιά τύπου Whatmann, το πήκτωµα υακρυλαµιδίου, την 
µεµβράνη, 3 υγρά χαρτιά τύπου Whatmann και άλλο 1 σφουγγαράκι. Η διάταξη αυτή 
τοποθετείται στην συσκευή ηλεκτροµεταφοράς, µε τέτοιον τρόπο ώστε η µεµβράνη 
να βρίσκεται προς την πλευρά της ανόδου. Η µεταφορά γίνεται στα 150V για 1,5 
ώρα. 
• Μετά το τέλος της µεταφοράς, η µεµβράνη επωάζεται σε διάλυµα µη ειδικής 
δέσµευσης πρωτεϊνών (2.5g σκόνη άπαχου γάλακτος σε 50ml PBS(1Χ) για 1 ώρα σε 
θερµοκρασία δωµατίου (blocking).  
• Η µεµβράνη ξεπλένεται δύο φορές µε PBS και έπειτα επωάζεται µε το πρωτεύον 
αντίσωµα (Anti-GST Goat) που έχει διαλυθεί σε διάλυµα µη ειδικής δέσµευσης 
πρωτεϊνών, το οποίο αναγνωρίζει την υπό µελέτη καθηλωµένη πρωτεΐνη, για 1,5 ώρα 
σε θερµοκρασία δωµατίου.  
• Ακολουθούν 3 πλύσεις των 5 λεπτών µε το PBS και έπειτα γίνεται επώαση µε το 
δεύτερο αντίσωµα (Anti-Goat), για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Το δεύτερο 
αντίσωµα, αναγνωρίζει και δεσµεύει τις ανοσοσφαιρίνες IgG του πρώτου 
αντισώµατος και είναι συζευγµένο µε την υπεροξειδάση από αγριοράπανο (HRP) που 
σαν υπόστρωµα έχει την χλωροναφθόλη.  
• Η µεµβράνη ξεπλένεται µε PBS δυο φορές 
• Προκειµένου να γίνει η εµφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών που είναι δεσµευµένες 
µε  το πρωτεύον αντίσωµα, η µεµβράνη επωάζεται σε διάλυµα εµφάνισης το οποίο 
περιέχει χλωροναφθόλη διαλυµένη σε µεθανόλη σε συγκέντρωση 0.5g/ml και στο 
οποίο προστίθεται Η2Ο2 30%. Η χλωροναφθόλη οξειδώνεται από την υπεροξειδάση 
HRP παρουσία Η2Ο2, δίνοντας ένα χαρακτηριστικό µαύρο χρώµα στις περιοχές που 
είναι δεσµευµένο το δεύτερο αντίσωµα.  
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5. Ποσοτικός Προσδιορισµός Πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Bradford 
 
    Με τη µέθοδο Bradford προσδιορίζεται η συγκέντρωση πρωτεϊνικών δειγµάτων. Η 
δέσµευση της χρωστικής coomassie briliant blue στα βασικά αµινοξέα των πρωτεϊνών 
αποτελεί τη βάση της µεθόδου αυτής. Η δέσµευση αυτή είναι ανάλογη της ποσότητας 
της πρωτεΐνης και µετατοπίζει το µήκος κύµατος µέγιστης απορρόφησης της 
χρωστικής από τα 470nm στα 595nm. Το χρώµα τουσυµπλόκου πρωτεΐνης-
χρωστικής είναι σταθερό για µία ώρα περίπου και έχει υψηλό µοριακό συντελεστή 
απορρόφησης που συνεπάγεται υψηλή ευαισθησία στις ποσοτικές µετρήσεις 
πρωτεϊνικών δειγµάτων. Με τη βοήθεια διαλυµάτων αλβουµίνης ορού (BSA) 
γνωστών συγκεντρώσεων, κατασκευάζεται πρότυπη καµπύλη από την οποία 
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    Στο εργαστήριο η κατευθυνόµενη µεταλλαξιγένεση σηµείου είναι µια ανεκτίµητη 
τεχνική για την µελέτη σχέσεων δοµής – λειτουργίας των πρωτεϊνών και έκφρασης 
γονιδίων, και τις τροποποιήσεις φορέων. ∆ιάφορες προσεγγίσεις για αυτήν την 
τεχνική έχουν δηµοσιευτεί, αλλά αυτές οι µέθοδοι απαιτούν γενικά µονόκλωνο DNA 
(ssDNA) για υπόστρωµα και αποτελεί ευαίσθητη εργασία και δύσκολη τεχνική. Το 
QuikChange Site-directed Mutagenesis kit µας επιτρέπει συγκεκριµένη µετάλλαξη 
σηµείου ουσιαστικά σε οποιοδήποτε δίκλωνο πλασµίδιο, εξαλείφοντας κατά συνέπεια 
την ανάγκη για υποκλωνοποίηση σε φορείς Μ13 βακτηριοφάγους και για διάσωση 
του ssDNA. Επιπλέον, το σύστηµα κατευθυνόµενης µεταλλαξιγένεσης σηµείου δεν 
απαιτεί κανένα εξειδικευµένο φορέα, µοναδικές θέσεις περιορισµού, ή πολλαπλούς 
µετασχηµατισµούς. Αυτή η γρήγορη διαδικασία τεσσάρων βηµάτων δηµιουργεί 
µεταλλάξεις µε µεγαλύτερη αποδοτικότητα από 80%. Το πρωτόκολλο είναι απλό και 
χρησιµοποίει είτε πλασµιδιακό DNA ή καθαρισµένο DNA µε χλωριουχό κάσσιο. 
    Το QuikChange Site-directed Mutagenesis kit χρησιµοποιείται για να γίνουν 
σηµειακές µεταλλάξεις, αποκοπή αµινοξέων, και αποκοπή ή εισαγωγή ενός ή πολλών 
αµινοξέων. Η µέθοδος της κατευθυνόµενης µεταλλαξιγέννεσης σηµείου 
πραγµατοποιείται µε τη χρήση της PfuTurbo DNA πολυµεράσης. Η PfuTurbo DNA 
πολυµεράση αντιγράφει και τους δύο πλασµιδιακούς κλώνους µε υψηλή ακρίβεια και 
χωρίς την µετατόπιση των µεταλλαγµένων ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών. Η 
βασική διαδικασία χρησιµοποιεί ένα φορέα υπερελικώµενου δίκλωνου DNA 
(dsDNA) µε το ένθεµα που µας ενδιαφέρει και δύο συντεθειµένους 
ολιγονουκλεοτιδικούς εκκινητές που περιλαµβάνουν την επιθυµητή µετάλλαξη. Οι 
ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές, καθένας συµπληρωµατικός στα αντίθετα άκρα του 
φορέα, επεκτείνονται κατά της διάρκεια της PCR (Αλυσιδωτή Αντίδραση 
Πολυµεράσης) από την PfuTurbo DNA πολυµεράση. Η ενσωµάτωση των 
ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών παράγει ένα µεταλλαγµένο πλασµίδιο που περιέχει 
κοµµένα άκρα. Μετά από την PCR, το προϊόν κόβεται µε Dpn Ι. Η Dpn Ι 
ενδονουκλεάση (στοχευόµενη ακολουθία: 5´-Gm6ATC-3´) είναι συγκεκριµένη για 
µεθυλιωµένο και ηµιµεθυλιωµένο DNA και χρησιµοποιείται για να καταστρέψει το 
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πατρικό DNA και να παραµείνει το DNA που περιέχει τη σχεδιασµένη µετάλλαξη. 
Το DNA που αποµονώνεται από σχεδόν όλα τα γένη Ε.coli αποτελεί δεξαµενή που 
µεθυλιώνεται και εποµένως είναι ευαίσθητο σε πέψη µε Dpn Ι. Ο κοµµένος DNA 
φορέας που περιέχει τις επιθυµητές µεταλλάξεις µετασχηµατίζεται έπειτα στα ΧL1-
Blue επιδεκτικά κύτταρα. Η µικρή ποσότητα του αρχικού DNA υποστρώµατος που 
απαιτείται για να εκτελεστεί αυτή η µέθοδος, η υψηλή ακρίβεια της PfuTurbo DNA 
πολυµεράσης, και ο χαµηλός αριθµός  των θερµικών κύκλων συµβάλουν στην υψηλή 
αποδοτικότητα της µετάλλαξης και τη µειωµένη δυνατότητα παραγωγής τυχαίων 
µεταλλάξεων κατά τη διάρκεια της αντίδρασης (Εικ. 12). 
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Σχεδιασµός µεταλλαξιογόνων εκκινητών  
     
Οδηγίες σχεδιασµού εκκινητών 
    Οι µεταλλαξιγόνιοι ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές για να χρησιµοποιηθούν σε 
αυτό το πρωτόκολλο πρέπει να σχεδιαστούν χωριστά σύµφωνα µε την επιθυµητή 
µετάλλαξη. Οι ακόλουθες µελέτες που πρέπει να γίνουν για το σχεδιασµό των 
µεταλλαξιγόνιων εκκινητών είναι: 
♦ Και οι δύο µεταλλαξιγόνιοι εκκινητές πρέπει να περιέχουν την επιθυµητή 
µετάλλαξη και να ενισχύσουν την ίδια ακολουθία στα αντίθετα άκρα του πλασµιδίου.  
♦ Οι εκκινητές πρέπει να είναι µήκους µεταξύ 25 και 45 βάσεων, µε µια θερµοκρασία 
τήξης (ΤΜ) ≥78°C. Εκκινητές µακρύτεροι από 45 βάσεις µπορεί να 
χρησιµοποιηθούν, αλλά η χρήση των µακρύτερων εκκινητών αυξάνει την πιθανότητα 
του δευτεροβάθµιου σχηµατισµού δοµών, ο οποίος µπορεί να έχει επιπτώσεις στην 
αποδοτικότητα της αντίδρασης µεταλλαξιγένεσης. Ο ακόλουθος τύπος 
χρησιµοποιείται συνήθως για τον υπολογισµό της ΤΜ των εκκινητών: 
                   ΤΜ = 81.5 + 0.41 (%GC) - 675/N - % mismatch 
Για τον υπολογισµό του TM:  
• Το Ν είναι το µήκος εκκινητών στις βάσεις  
• Οι τιµές για  %GC και %mismatch είναι ακέραιοι αριθµοί 
Για τον υπολογισµό του TM για τον σχεδιασµό των εκκινήτων που προορίζονται για 
να εισαγάγουν παρεµβολές ή διαγραφές, χρησιµοποιούν αυτήν την τροποποιηµένη 
έκδοση του ανωτέρω τύπου:  
                   ΤΜ =81.5 + 0.41 (%GC) - 675/N, 
όπου το Ν δεν περιλαµβάνει τις βάσεις που παρεµβάλλονται ή διαγράφονται.  
♦ Η επιθυµητή µετάλλαξη (διαγραφή ή παρεµβολή) πρέπει να εντοπίζεται στη µέση 
του εκκινητή µε ~10-15 βάσεις της σωστής ακολουθίας σε κάθε πλευρά.  
♦ Οι εκκινητές πρέπει βέλτιστα να έχουν ένα ελάχιστο περιεχόµενο GC του 40%  και 
πρέπει να καταλήγουν σε µια ή περισσότερες βάσεις G ή C.  
 
Πρόσθετες µελέτες εκκινητών  
♦ Το πρωτόκολλο µεταλλαξιγένεσης χρησιµοποιεί 125ng κάθε ολιγονουκλεοτιδικού 
εκκινητή. Για να µετατραπούν τα νανογραµµάρια σε picomoles του ολίγο, 
χρησιµοποιείται η ακόλουθη εξίσωση:  
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                                          ng of oligo 
X pmoles of oligo =                                           x 1000 
                                  330 x #of bases in oligo       
 
Παραδείγµατος χάριν, για 125 ng ενός 25µερές: 
 
      125ng of oligo 
                                          x 1000 = 15pmole 
      330 x 25 bases 
   
Πρωτόκολλο PCR  
 
Αντίδραση σύνθεσης µεταλλαγµένων στελεχών (θερµική κυκλοποίηση) 
 
1. Σύνθεση δύο συµπληρωµατικών ολιγονουκλεοτιδίων που περιέχουν την επιθυµητή 
µετάλλαξη. 
2. Προετοιµασία της αντίδρασης δειγµάτων όπως υποδεικνύεται κατωτέρω: 
 
5 µl 10× buffer αντίδρασης  
x µl (50 ng) του dsDNA 
x µl (125 ng) του ολιγονουκλεοτιδικού εκκινητή #1  
x µl (125 ng) του ολιγονουκλεοτιδικού εκκινητή #2  
1 µl του µίγµατος των dNTPs  
ddH2O σε έναν τελικό όγκο 50 µl 
 
Και µετά προσθήκη 
1 µl της PfuTurbo DNA πολυµεράσης (2.5 U/µl)  
 
3. Κύκλος κάθε αντίδρασης που χρησιµοποιεί τις παραµέτρους ανακύκλωσης που 
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ΠΙΝΑΚΑΣ Ι 
Παράµετροι της µεθόδου QuikChange Site-directed Mutagenesis 
 
Τµήµα Κύκλοι  Θερµοκρασία  Χρόνος  
1 1 95ο C 30 seconds 
2 12-18 95ο C 30 seconds 
  55ο C 1 minute 
  68ο C 1 minute / kb 
µήκους πλασµιδίου  
 
 
4. Ρύθµιση του κύκλου 2 σύµφωνα µε τον τύπο της επιθυµητής µετάλλαξης (δείτε τον 
ακόλουθο πίνακα): 
 
Τύπος της επιθυµητής µετάλλαξης Αριθµός κύκλων  
Μεταλλάξεις σηµείου 12 
Μονές αλλαγές αµινοξέων 16 




5. Μετά από την PCR, η αντίδραση τοποθετείται στον πάγο για 2 λεπτά για να 
κρυώσει στους ≤37°C.  
 
Πέψη µε Dpn Ι των προϊόντων ενίσχυσης 
 
1. Προσθήκη 1 µl του Dpn Ι ένζυµο περιορισµού (10 U/µl) άµεσα σε κάθε αντίδραση 
ενίσχυσης κάτω από την επικάλυψη λαδιού  
2. Ανάµιξη ήπια κάθε µίγµατος αντίδρασης πιπετάροντας το διάλυµα πάνω-κάτω 
αρκετές φορές. Επώαση αµέσως κάθε αντίδρασης σε 37°C για 1 ώρα για να 
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Μετασχηµατισµός των XL1-Blue επιδεικτικών κυττάρων 
 
1. Ήπια ξεπαγώνονται τα XL1-Blue επιδεικτικά κύτταρα στον πάγο.  
2. Μεταφορά 1 µl του DNA που πέπτηκε µε Dpn I από κάθε αντίδραση δειγµάτων 
στα XL1-Blue επιδεκτικά κύτταρα. Ανάδευση των αντιδράσεων µετασχηµατισµού 
ήπια για να αναµιχθούν και να επώαση στον πάγο για 30 λεπτά.  
3. Θέρµανση των αντιδράσεων µετασχηµατισµού για 45 δευτερόλεπτα στους 42°C 
και τοποθέτηση αυτών έπειτα στον πάγο για 2 λεπτά.  
4. Προσθήκη 0.5ml του θρεπτικού NZY+ προθερµασµένο στους 42°C και επώαση 
των αντιδράσεων µετασχηµατισµού στους 37°C για 1 ώρα µε ανάδευση στις  225-250 
περιστροφές / λεπτό.  
5. Επίστρωση κάθε αντίδρασης µετασχηµατισµού, στα τρυβλία µε άγαρ που 
περιέχουν το κατάλληλο αντιβιοτικό για τον πλασµιδιακό φορέα, στην περίπτωσή 
µας καναµυκίνη.   
6. Επώαση των τρυβλίων µετασχηµατισµού στους 37°C για > 16 ώρες.  
Αναµενόµενα αποτελέσµατα για τους µετασχηµατισµούς δειγµάτων 
Ο αναµενόµενος αριθµός αποικιών είναι µεταξύ 10 και 1000 αποικιών, ανάλογα της 
σύνθεσης των βάσεων και το µήκος του προτύπου DNA που χρησιµοποιείται. Το 
ένθεµα που µας ενδιαφέρει πρέπει να ελεγχτεί ώστε οι επιλεγµένοι κλώνοι να 
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7. Ηλεκτρόφορηση πηκτώµατος αγαρόζης (Εικ. 13)  
 
 
Εικ. 13 Ηλεκτροφόρηση πηκτώµατος αγαρόζης 
 
    Μετά την ολοκλήρωση των κύκλων της PCR, τα προκύπτοντα προϊόντα 
υποβάλλονται σε έλεγχο, µε την µέθοδο της οριζόντιας ηλεκτροφόρησης σε πήκτωµα 
απλής αγαρόζης 1,5% σε 1X TBE ή ΤΑΕ. Η ηλεκτροφόρηση διεξάγεται σε ~75V 
τάσης και σε ~90mA ηλεκτρικού ρεύµατος, και διαρκεί 20-30 λεπτά. 
    Σε κάθε εφαρµογή ηλεκτροφόρησης των PCR προϊόντων χρησιµοποιούνται όλη η 
ποσότητα των προϊόντων, αφού πρώτα είχε προηγηθεί ανάµειξή τους µε 4 µl 
διαλύµατος φόρτωσης ηλεκτροφόρησης (loading buffer). Μετά τη φόρτωση των PCR 
προϊόντων στην πηκτή αγαρόζης, ακολουθούσε φόρτωση (5µl) δείκτη γνωστού 
µοριακού βάρους (100bp της εταιρείας “InvitrogenTM”), µε στόχο το συγκριτικό 
προσδιορισµό µεγέθους των PCR προϊόντων.   
    Μετά την ολοκλήρωση της ηλεκτροφόρησης, η πηκτή αγαρόζης µεταφέρεται σε 
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8. Αποµόνωση πλασµιδίων (Mini – preps) 
 
    Από τα κύτταρα που έχουν καλλιεργηθεί και έχουν µετασχηµατιστεί από τον 
ανασυνδυασµένο φορέα σε αυτό το στάδιο πρέπει να αποµονωθεί το πλασµιδιακό 
DNA. Αυτό επιτυγχάνεται χρησιµοποιώντας το kit “Noucleospin Plasmid”. 
Η διαδικασία έχει ως εξής: 
1)   Καλλιέργεια και συλλογή βακτηριακών κυττάρων  
• Γίνονται 5ml καλλιέργεια βακτηριακών κυττάρων σε θρεπτικό υλικό LB  
• Φυγοκέντρηση για 30 δευτερόλεπτα, στις 11.000rpm σε θερµοκρασία δωµατίου 
ώστε να µείνουν τα κύτταρα µε την µορφή ιζήµατος στο πυθµένα του σωληναρίου, 
ενώ το υπερκείµενο που αποτελεί το θρεπτικό µέσο στο οποίο είχαν αναπτυχθεί τα 
κύτταρα, αποχύνεται. 
2) Λύση των κυττάρων 
• Προσθήκη 250µl του αντιδραστηρίου Α1 (διατηρείται στους 4ο C) και το µίγµα 
ανακινείται έντονα (Vortex) µέχρι το ίζηµα να διαλυθεί πλήρως (γίνεται λύση των 
κυττάρων)  
• Προσθήκη 250µl του αντιδραστηρίου Α2 και ήπια ανάδευση  
• Επώαση του µίγµατος για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 
• Προσθήκη 300µl του αντιδραστηρίου Α3 και ανάδευση των σωλήνων 6-8 φορές 
3) Φυγοκέντρηση  για 10 λεπτά στις 11.000rpm σε θερµοκρασία δωµατίου 
4) ∆έσµευση DNA στις στήλες (Bind) 
• Μεταφορά του υπερκείµενου σε στήλες καθαρισµού των 2ml  
• Φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 11.000rpm σε θερµοκρασία δωµατίου, ώστε να 
συγκρατηθεί το DNA σ’ αυτή. 
5) Πλύσεις 
• Προσθήκη 600µl του αντιδραστηρίου Α4 (έχει προστεθεί πρώτα αιθανόλη) 
• Φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 11.000rpm σε θερµοκρασία δωµατίου, ώστε να 
φύγουν τα υπολείµµατα των υπολοίπων συστατικών των κυττάρων ή και η περίσσεια 
των αντιδραστηρίων. 
• Απόρριψη υπερκείµενου και φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 11.000rpm σε 
θερµοκρασία δωµατίου 
6) ΄Εκλουση 
•  Η στήλη µεταφέρεται σε καθαρούς σωλήνες των 1,5ml 
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• Προσθήκη 20µl του αντιδραστηρίου ΑΕ για να γίνει έκλουση του DNA 
• Φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 11.000rpm σε θερµοκρασία δωµατίου 
• Προσθήκη 10µl του αντιδραστηρίου ΑΕ 
• Φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 11.000rpm σε θερµοκρασία δωµατίου 
7) Το πλασµιδιακό DNA φυλλάσεται στους -20 ºC µέχρι να χρησιµοποιηθεί.   
 
Πέψεις του πλασµιδιακού φορέα  
 
    Για τον έλεγχο της αποµόνωσης του σωστού πλασµιδίου µπορεί να γίνει πέψη µε 
τα ένζυµα περιορισµού BamHI και HindIII (New England Biolabs, NEB) και µέσω 
ηλεκτροφόρησης πηκτώµατος αγαρόζης του προϊόντος µπορεί να φανεί αν 
προκύπτουν οι σωστές ζώνες.  
    Εποµένως βάσει του πίνακα της NEΒ, ο συνδυασµός των δύο ενζύµων επιβάλλει 
τη χρήση του αντιδραστηρίου 4. Τα  ένζυµα περιορισµού BamHI και HindIII πρέπει 
να είναι 5.000 units ή 20.000 units/ml. (1 Unit = το ποσό του ενζύµου που απαιτείται 
για να κοπεί 1µg λ DNA στους 37ο C για 1 ώρα) 
 
Προσδιορισµός νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 
 
   ∆είγµατα πλασµιδιακού DNA στάλθηκαν στην εταιρεία Αντισέλ για εύρεση της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. Η επιβεβαίωση των αλληλουχιών έγινε 
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9. Φασµατοπολωσιµετρία κυκλικού διχροϊσµού (Circular Dichroism 
– CD) 
 
    Με την τεχνική της φασµατοπολωσιµετρίας του κυκλικού διχροϊσµού µετράµε την 
επαγόµενη ελλειπτικότητα στην πόλωση γραµµικά πολωµένου φωτός όταν αυτό 
διέρχεται από µια οπτικά ενεργό ουσία. Ως οπτικά ενεργές ουσίες χαρακτηρίζονται σι 
ουσίες που παρουσιάζουν τις εξής τέσσερις χαρακτηριστικές ιδιότητες 
αλληλεπίδρασης µε το φως: (1) ισχύ οπτικής στρέψης (optical rotatory power), 
στρέφουν δηλαδή το επίπεδο πόλωσης γραµµικά πολωµένου φωτός που διέρχεται 
µέσω αυτών, (2) κυκλική διπλοθλαστικότητα (circular birefringence), 
παρουσιάζουν δηλαδή διαφορετικό δείκτη διάθλασης για αριστερόστροφα και 
δεξιόστροφα κυκλικά πολωµένο φως, (3) κυκλικό διχροϊσµό (circular dichroism), 
την αλλαγή δηλαδή της πόλωσης από γραµµική σε ελλειπτική όταν γραµµικά 
πολωµένο φως διέρχεται µέσω αυτών και (4) παρουσιάζουν διαφορετικό συντελεστή 
απορρόφησης για δεξιόστροφα και αριστερόστροφα κυκλικά πολωµένο φως.  
    Η στρέψη του επιπέδου πόλωσης γραµµικά πολωµένου φωτός είναι συνέπεια της 
κυκλικής διπλοθλαστικότητας και ο κυκλικός διχροϊσµός είναι συνέπεια της 
διαφοράς των συντελεστών απορρόφησης για αντίθετης φοράς κυκλικά πολωµένο 
φως. Οι τέσσερις παραπάνω ιδιότητες ανάγονται σε δύο, µε τις (1) και (2) να 
αφορούν στη διάθλαση και τις (3) και (4) να αφορούν στην απορρόφηση κυκλικά 
πολωµένου φωτός.  
    Σχεδόν όλα τα βιολογικά µόρια είναι οπτικά ενεργά µόρια. Επειδή τα επιµέρους 
δοµικά συστατικά των βιοµορίων (πρωτεΐνες, DΝΑ κ.λπ.) απορροφούν ακτινοβολία 
σε διαφορετικές περιοχές µήκους κύµατος, η φασµατοσκοπία CD δίνει τη 
δυνατότητα, ανάλογα µε την περιοχή µήκους κύµατος, να διακρίνουµε διαφορετικά 
δοµικά χαρακτηριστικά ενός µορίου σε διάλυµα. Το σήµα CD σε αυτές τις περιοχές 
µήκους κύµατος είναι µη µηδενικό µόνο όταν το άµεσο περιβάλλον των οπτικά 
ενεργών µορίων είναι µη συµµετρικό, γιατί µόνο τότε το ηλεκτρονιακό νέφος των 
απεντοπισµένων π ηλεκτρονίων των αρωµατικών δακτυλίων συστρέφεται και µία 
«ελικοειδή» διάταξη. 
    Η σχηµατική αναπαράσταση της πειραµατικής διάταξης κυκλικού διχροϊσµού 
παρουσιάζεται στην Εικόνα 14. Η πειραµατική συσκευή που χρησιµοποιήθηκε είναι 
το φασµατοπολωσίµετρο JASCO-715 (JASCO Corporation, Tokyo, Japan) µε 
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λειτουργικό εύρος µήκους κύµατος στην περιοχή του ορατού (VIS) και του 
υπεριώδους (UV). 
 
Εικ. 14 Σχηµατική αναπαράσταση της πειραµατικής διάταξης κυκλικού διχροϊσµού 
 
    Η φασµατοπολωσιµετρία κυκλικού διχροϊσµού είναι µια τεχνική που µπορεί να 
αποδειχτεί ιδιαίτερα χρήσιµη στα ακόλουθα πεδία µελέτης: 
• Στο να διαπιστώσει κανείς αν η πρωτεΐνη βρίσκεται στην αναδιπλωµένη της 
µορφή, να προσδιορίσει την δευτεροταγή δοµή της και να την κατατάξει στην 
κατάλληλη δοµική οικογένεια.  
• Στην σύγκριση των δοµών πρωτεϊνών που προέκυψαν από διαφορετικές πηγές, ή 
δοµών της ίδιας πρωτεΐνης κάτω από διαφορετικές συνθήκες διαλύτη ή θερµοκρασίας 
ή ακόµα και µεταβολές στη δοµή που προκαλούνται από µεταλλάξεις. 
• Στη µελέτη του κατά πόσο αλληλεπιδράσεις τύπου πρωτεΐνης-πρωτεΐνης 
µεταβάλλουν την δοµή των αλληλεπιδρώντων µορίων. 
    Η δευτεροταγής δοµή των πρωτεϊνών µπορεί να προσδιοριστεί µε 
φασµατοπολωσιµετρία κυκλικού διχροϊσµού στην περιοχή του άπω υπεριώδους (190 
- 250 nm). Στην περιοχή αυτή η χρωµοφόρος οµάδα είναι ο πεπτιδικός δεσµός και 
εµφανίζει µη µηδενικό σήµα όταν η πρωτεΐνη βρίσκεται στην αναδιπλωµένη δοµή 
(ύπαρξη κανονικότητας). Η δοµές α-έλικας, β-φύλλου και τυχαίου σπειράµατος 
αποδίδουν ένα χαρακτηριστικό σε σχήµα και ένταση φάσµα κυκλικού διχροϊσµού. 
Όπως και οι υπόλοιπες φασµατοσκοπικές τεχνικές, τα σήµατα του κυκλικού 
διχροϊσµού απεικονίζουν τον µέσο όρο ολόκληρου του πρωτεϊνικού πληθυσµού. Για 
τον λόγο αυτό, ενώ µπορεί κανείς να υπολογίσει ότι π.χ. το 50% των αµινοξικών 
κατάλοιπων µιας πρωτεΐνης συµµετέχουν στον σχηµατισµό κάποιας α- έλικας, δεν 
µπορεί να προσδιορίσει ποια ακριβώς είναι τα κατάλοιπα αυτά. 
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    Στα πειράµατα CD που πραγµατοποιήθηκαν χρησιµοποιήθηκε κυψελίδα χαλαζία 
διαφανής στο εύρος 190 - 350 nm µε οπτική διαδροµή 1 cm για µετρήσεις στη 
περιοχή του εγγύς υπεριώδους και 1 mm για µετρήσεις στη περιοχή του µακρινού 
υπεριώδους. Η χρήση θερµοστάτη Peltier µε υδάτινο λουτρό επιτρέπει τη λήψη 
φάσµατος CD σε επιλέξιµη σταθερή θερµοκρασία καθώς και την καταγραφή της 
µεταβολής της ελλειπτικότητας, σε επιλεγµένο, σταθερό µήκος κύµατος, συναρτήσει 
της θερµοκρασίας για σταθερό ρυθµό µεταβολής της θερµοκρασίας του δείγµατος. 
Ένα πείραµα κυκλικού διχροϊσµού απαιτεί περίπου 200 µL πρωτεϊνικού διαλύµατος 
σε συγκεντρώσεις από 50 µg/ml έως και 1 mg/ml, ανάλογα µε την πρωτεΐνη, µε 
διαλύτη οποιοδήποτε ρυθµιστικό διάλυµα που δεν εµφανίζει ισχυρή απορρόφηση στη 
περιοχή αυτή (υψηλές συγκεντρώσεις DΤΤ, ιστιδίνης ή ιµιδαζόλης δεν µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν στη περιοχή του µακρινού υπεριώδους). 
    Το πρωτεϊνικό φάσµα κυκλικού διχροϊσµού στην περιοχή του εγγύς υπεριώδους 
(250-350 nm) εµφανίζει ευαισθησία σε συγκεκριµένα στοιχεία τριτοταγούς δοµής. Σε 
αυτά τα µήκη κύµατος τα χρωµοφόρα είναι τα αρωµατικά αµινοξέα και οι 
δισουλφιδικοί δεσµοί της πρωτεΐνης τα σήµατα των οποίων είναι ευαίσθητα στην όλη 
διευθέτηση του µορίου στο χώρο. Στην περιοχή 250-270 nm απορροφά κυρίως η 
φαινυλαλανίνη, στη περιοχή 270-290 nm απορροφά κυρίως η τυροσίνη και τέλος στη 
περιοχή 250-270 nm απορροφά η θρυπτοφάνη. Οι δισουλφιδικοί δεσµοί δίνουν 
ασθενή σήµατα σε όλη την περιοχή του εγγύς υπεριώδους. Αν η πρωτεΐνη διατηρεί 
στοιχεία δευτεροταγούς δοµής αλλά δεν υπάρχει σαφώς καθορισµένη τριτοταγής 
δοµή (π.χ. αναδιπλωµένη πρωτεΐνη σε µη λειτουργική διαµόρφωση), τότε τα σήµατα 
στη περιοχή αυτή θα κινούνται σε µηδενικές τιµές. Αν όµως υπάρχουν σηµαντικά 
σήµατα στο εγγύς υπεριώδες τότε µπορούµε να υποθέσουµε µε ασφάλεια ότι η 
πρωτεΐνη που µελετάµε αναδιπλώθηκε σε µία αυστηρά καθορισµένη δοµή. Το φάσµα 
κυκλικού διχροϊσµού στο εγγύς υπεριώδες είναι ευαίσθητο και σε µεταβολές στη 
δοµή που οφείλονται σε αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεϊνικών µορίων ή σε µεταβολή 
των συνθηκών του διαλύτη. Η ένταση των σηµάτων στη περιοχή αυτή είναι πολύ 
χαµηλότερη από αυτή του µακρινού υπεριώδους και για τη λήψη των φασµάτων 
αυτών απαιτούνται περίπου 600 µL διαλύµατος πρωτεΐνης µε συγκέντρωση στην 
περιοχή των 0.3 - 2 mg/mL, ανάλογα πάντα µε το πρωτεϊνικό µόριο.  
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10. Φασµατοσκοπία φθορισµού  
 
     Το φαινόµενο της εκποµπής ακτινοβολίας από κάποιο υλικό καλείται φωταύγεια. 
Η εκποµπή φωτός σαν αποτέλεσµα της διέγερσης Του υλικού από την απορρόφηση 
ακτινοβολίας κατάλληλου µήκους κύµατος καλείται φθορισµός (fluorescence). 
    Όταν ένα µόριο διεγερθεί από την απορρόφηση ακτινοβολίας µπορεί να 
ακολουθήσει διάφορους µηχανισµούς για την αποδιέγερσή του (Εικ. 15). Οι διάφοροι 
αυτοί τρόποι αποδιέγερσης είναι ανταγωνιστικοί ως προς την εκποµπή ακτινοβολίας 
όταν ο απαιτούµενος γι’ αυτές χρόνος πραγµατοποίησης είναι συγκρίσιµος µε το 
µέσο χρόνο που το µόριο βρίσκεται στη διεγερµένη κατάσταση. 
 
Εικ. 15 Αποδιέγερση µορίου 
 
    Το φαινόµενο αυτό είναι και αυτό που εκµεταλλευόµαστε για να µελετήσουµε την 
αποδίπλωση των πρωτεϊνών. Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, στη περιοχή του 
εγγύς υπεριώδους απορροφούν τα αρωµατικά αµινοξικά κατάλοιπα και µάλιστα σε 
διακριτά µήκη κύµατος. Εκτός από τις διαφορές που εµφανίζουν στα φάσµατα 
απορρόφησης, τα τρία αυτά αµινοξέα εµφανίζουν µεγάλες διαφορές και κατά το 
φθορισµό. 
    Η θρυπτοφάνη εµφανίζει ισχυρότερο φθορισµό και µεγαλύτερη κβαντική απόδοση 
από τα άλλα δύο αρωµατικά αµινοξέα. Η ένταση, η κβαντική απόδοση και το µήκος 
κύµατος του µέγιστου της κορυφής εκποµπής βρίσκονται σε άµεση σχέση µε το 
διαλύτη. Όσο λιγότερο πολικό είναι το περιβάλλον στο οποίο βρίσκεται η πρωτεΐνη, 
τόσο πιο ισχυρή είναι η ένταση του φθορισµού χαµηλότερο το µήκος κύµατος του 
µέγιστου εκποµπής (blue shift). Κατάλοιπα θρυπτοφάνης που είναι θαµµένα στο 
υδρόφοβο εσωτερικό των πρωτεϊνών µπορούν να διαφέρουν κατά 10-20 nm στο 
µήκος κύµατος του µέγιστου του φάσµατος εν συγκρίσει µε αυτά που βρίσκονται στο 
εξωτερικό της πρωτεΐνης σε επαφή µε το (συνήθως πολικό) διαλύτη. Η αποδιέγερση 
των καταλοίπων θρυπτοφάνης είναι πιθανό να µην πραγµατοποιηθεί µε εκποµπή 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:41:20 EET - 137.108.70.7
 61
ακτινοβολίας αλλά µε µηχανισµό µεταφοράς ενέργειας αν σε µικρή ακτίνα υπάρχουν 
κατάλοιπα µε πρωτονιωµένες καρβοξυλοµάδες, όπως το ασπαρτικό οξύ και το 
γλουταµικό οξύ).  
    Η τυροσίνη, όπως και η θρυπτοφάνη εµφανίζει ισχυρή απορρόφηση στα 280 nm 
και όταν διεγερθεί από ακτινοβολία αυτού του µήκους κύµατος εµφανίζει ένα 
χαρακτηριστικό φάσµα εκποµπής. Η εκποµπή αυτή είναι ασθενέστερη από αυτή της 
θρυπτοφάνης, παρόλα αυτά σε απόλυτα µεγέθη συνεισφέρει σηµαντικά στο 
πρωτεϊνικό φάσµα φθορισµού µιας και συνήθως βρίσκεται σε µεγαλύτερα ποσοστά 
στις πρωτεΐνες. Η Παρουσία σε µικρή ακτίνα καταλοίπων θρυπτοφάνης µπορεί να 
οδηγήσει σε αποδιέγερση µε µηχανισµό µεταφοράς ενέργειας. Επιπλέον η τυροσίνη 
µπορεί να µεταπέσει σε µια διεγερµένη κατάσταση ιοντισµού όπου χάνει το πρωτόνιο 
του αρωµατικού υδροξυλίου. Ο µηχανισµός αυτός είναι ένας επιπλέον µηχανισµός 
αποδιέγερσης χωρίς την εκποµπή ακτινοβολίας που εµφανίζεται στις τυροσίνες.  
    Η φαινυλαλανίνη µε ένα µόνο βενζολικό δακτύλιο και µια µεθυλοµάδα εµφανίζει 
πολύ ασθενή φθορισµό. Ο συντελεστής µοριακής απορρόφησης της διεγείρουσας 
ακτινοβολίας και η κβαντική απόδοση της αποδιέγερσης είναι πολύ χαµηλότερες από 
αυτές των άλλων αρωµατικών καταλοίπων. Στη πράξη ο φθορισµός των καταλοίπων 
φαινυλαλανίνης παρατηρείται µόνο απουσία καταλοίπων τυροσίνης και 
θρυπτοφάνης. Η απλή δοµή της φαινυλαλανίνης αποδεικνύει την ισχυρή εξάρτηση 
του φθορισµού από τα φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά του µικροπεριβάλλοντος του 
αρωµατικού καταλοίπου. Η προσθήκη στη φαινυλαλανίνη µιας υδροξυλοµάδας όπως 
στη τυροσίνη οδηγεί σε αύξηση της έντασης φθορισµού κατά 20 φορές. Αν στη 
συνέχεια προστεθεί και ένας ινδολικός δακτύλιος, όπως στη θρυπτοφάνη, η µεταβολή 
στην ένταση φθορισµού φθάνει τις 200 φορές αυτή της φαινυλαλανίνης. 
    Εξαιτίας των σηµαντικών αυτών διαφορών στους συντελεστές κβαντικής 
απόδοσης και από το γεγονός ότι κατά όταν κάποια αρωµατικά κατάλοιπα βρίσκονται 
αρκετά κοντά στο χώρο λαµβάνουν χώρα φαινόµενα µεταφοράς ενέργειας από 
φαινυλαλανίνη σε τυροσίνη και από τυροσίνη σε θρυπτοφάνη, το φάσµα εκποµπής 
µιας πρωτεΐνης συνήθως θυµίζει αυτό της θρυπτοφάνης. 
    Η φασµατοσκοπία φθορισµού είναι σήµερα µία από τις πιο διαδεδοµένες 
φασµατοσκοπικές τεχνικές στα πεδία της βιοχηµείας και της βιοµοριακής φυσικής. 
Αν και δεν µπορεί να προσφέρει λεπτοµερείς δοµικές πληροφορίες, η τεχνική αυτή 
έχει καθιερωθεί εξαιτίας της εξαιρετικής της ευαισθησίας σε µεταβολές στη 
διαµόρφωση και τα δυναµικά χαρακτηριστικά των µελετώµενων βιοµορίων. 
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    Πριν γίνει ο καθαρισµός και η µελέτη της αλληλεπίδρασης των επικρατείων Α1 και 
Α2 του παράγοντα πήξης von Willebrand, που είναι και ο σκοπός αυτής της εργασίας, 
προηγήθηκε στο εργαστήριο κλωνοποίηση και µελέτη της υπερέκφρασης των 
επικείµενων πρωτεϊνών.  
    Αφού αποµονώθηκαν τα γονίδια Α1 και Α2, ενισχύθηκαν και κλωνοποίηθηκαν, 
ελήφθησαν οι αλληλουχίες τους και είναι οι εξής: 
 
Α1 γονίδιο   
ga cctggtcttc ctgctggatg gctcctccag gctgtccgag gctgagtttg aagtgctgaa ggcctttgtg 
gtggacatgatggagcggctgcgcatctcc cagaagtggg tccgcgtggc cgtggtggag  taccacgacg 
gctcccacgc ctacatcggg ctcaaggacc ggaagcgacc gtcagagctg     cggcgcattg ccagccaggt 
gaagtatgcg ggcagccagg tggcctccac cagcgaggtc ttgaaataca cactgttcca aatcttcagc 
aagatcgacc gccctgaagc ctcccgcatc  gccctgctcc tgatggccag ccaggagccc caacggatgt 
cccggaactt tgtccgctac gtccagggcc tgaagaagaa gaaggtcatt gtgatcccgg tgggcattgg 
gccccatgcc aacctcaagc agatccgcct catcgagaag caggcccctg agaacaaggc 
cttcgtgctg agcagtgtgg atgagctgga gcagcaaagg gacgagatc 
 
 
Α2 γονίδιο  
accatggggc ccaagaggaa ctccatggtt ctggatgtggcg ttcgtcctgg aaggatcgga caaaattggt 
gaagccgact tcaacaagag caaggagttc atggaggagg tgattcagcg gatggatgtg ggccaggaca 
gcatccacgt cacggtgctg cagtactcct acatggtgac cgtggagtac cccttcagcg aggcacagtc 
caaaggggac atcctgcagc gggtgcgaga gatccgctac cagggcggca acaggaccaa cactgggctg 
gccctgcggt acctctctga ccacagcttc ttggtcagcc agggtgaccg ggagcaggtg cccaacctgg 
tctacatggt caccggaaat cctgcctctg atgagatcaa gaggctgcct ggagacatcc aggtggtgcc 
cattggagtg ggccctaatg ccaacgtgca ggagctggag aggattggct ggcccaatgc ccctatcctc 
atccaggact ttgagacgct cccccgagag gctcctgacc tggtgctgcag 
 
    Έπειτα ακολούθησε η µελέτη της υπερέκφρασης των επικρατειών Α1 και Α2 και 
τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η καλύτερη έκφραση των πρωτεϊνών επιτεύχθει σε 
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ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΕΠΙΚΡΑΤΕΙΩΝ Α1 ΚΑΙ Α2 ΤΟΥ vWF ΚΑΙ 
ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΑΣΗΣ 3C ΣΕ ΣΤΗΛΗ GSH 
 
    Η µέθοδος που επιλέχτηκε προκειµένου να γίνει ο καθαρισµός των πρωτεϊνών ήταν 
σε στήλη GSH (βλέπε πειραµατικό µέρος, µέθοδος 2) διότι περιέχουν πέραν της 
ουράς των 6 ιστιδινών και µια GST ουρά. Το µίγµα που περιλάµβανε τις υπό µελέτη 
πρωτεΐνες πέρασε από τρεις στήλες (Α1, Α2 και 3C), οι οποίες τις συγκράτησαν και 
απέβαλλαν µε τις πλύσεις τις υπόλοιπες πρωτεΐνες. Μετά τις εκλούσεις µε 
γλουταθειόνη στα τρία προϊόντα που ελήφθησαν υπήρχαν αντίστοιχα Α1, Α2 και 3C 
συνδεµένες µε την GST ούρα.  
    Ακολούθησε έλεγχος των προϊόντων που προέκυψαν σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου 
12% και τα αποτελέσµατα ήταν τα αναµενόµενα. 
    Ο καθαρισµός της 3C πρωτεάσης ήταν επιτυχής και το αποτέλεσµα αυτής φαίνεται 
στην εικόνα 16. 
 
 
Εικ. 16 Καθαρισµός της 3C πρωτεάση 
Πρώτη διαδροµή: Μάρτυρας, 
∆εύτερη – Τέταρτη διαδροµή: Πλύσεις της στήλης 
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     Τα αποτελέσµατα του καθαρισµού της περιοχής ήταν ακριβώς αυτά που 
περιµέναµε και διακρίνονται στην εικόνα 17.    
 
 
Εικ. 17 Καθαρισµός της επικράτειας Α1 (άκοπη)  
Πρώτη διαδροµή: Μάρτυρας 
 ∆εύτερη – Ένατη διαδροµή: Εκλούσµατα στήλης  
 
    Τέλος, τα αποτελέσµατα του καθαρισµού της επικράτειας Α2 ήταν τα 
αναµενόµενα και παρατίθενται στην εικόνα 18.  
 
 
Εικ. 18 Καθαρισµός της επικράτειας Α2 (άκοπη) 
Πρώτη διαδροµή: Μάρτυρας 
 ∆εύτερη – Έβδοµη διαδροµή: Εκλούσµατα της στήλης
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Πέψη της GST ουράς από την πρωτεάση 3C 
 
    Μετά τον καθαρισµό των πρωτεϊνών Α1 και Α2 ακολούθησε η κοπή της GST 
ουράς από τις υπό µελέτη πρωτεΐνες. Για να πραγµατοποιηθεί αυτό επιλέχτηκε η 
πρωτεάση 3C. Μετά από δοκιµές φάνηκε ότι η πρωτεάση είναι λειτουργική σε 
αναλογία 1:20 (πρωτεάση : πρωτεΐνη). Επιλέχτηκε ένα πρωτόκολλο (βλέπε 
πειραµατικό µέρος, µέθοδος 2) µέσω του οποίου έγιναν εφικτά τόσο η πέψη της  GST 
ουράς όσο και η αποµόνωση της κοµµένης πλέον πρωτεΐνης από τα υπόλοιπα 
κλάσµατα (GST ουρά, πρωτεάση 3C, άκοπη πρωτεΐνη). Εφόσον όλα τα 
προαναφερθέντα κλάσµατα πέραν της κοµµένης πρωτεΐνης περιέχουν GST θα 
παραµείνουν στην στήλη και τελικά µόνο η κοµµένη πρωτεΐνη θα περάσει από αυτή. 
Από την ηλεκτροφόρηση του flow through σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου 12% φάνηκε 
ότι πραγµατικά αποµονωνόταν η κοµµένη πρωτεΐνη (Εικ.18).  
 
 
Εικ. 18 Πέψη της GST ούρας από τις επικράτειες Α1 και Α2  
Πρώτη διαδροµή: Μάρτυρας 
∆εύτερη διαδροµή: Επικράτεια Α1  
Τρίτη διαδροµή: Επικράτεια Α2  
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ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΕΠΙΚΡΑΤΕΙΩΝ Α1 
ΚΑΙ Α2 ΤΟΥ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑ von WILLEBRAND 
 
Α) ΦΑΣΜΑΤΟΠΟΛΩΣΙΜΕΤΡΙΑ ΚΥΚΛΙΚΟΥ ∆ΙΧΡΟΙΣΜΟΥ 
    Αµέσως µετά το καθαρισµό των επικρατειών Α1 και Α2, πραγµατοποιήθηκαν 
λήψεις φασµάτων κυκλικού διχροϊσµού στην περιοχή του άπω υπεριώδους 
προκειµένου να διαπιστωθεί αν οι πρωτεΐνες βρίσκονται στις λειτουργικές τους 
διαµορφώσεις. 
    Τα φάσµατα CD των πρωτεϊνών Α1 και Α2 ελήφθησαν στη περιοχή του άπω 
υπεριώδους στους 5ο C σε ρυθµιστικό διάλυµα PBS (1x) µε pH 7,4. Η πρωτεϊνική 
συγκέντρωση και για τις δύο πρωτεΐνες ήταν 0,2mg/ml. Για την λήψη των φασµάτων 
χρησιµοποιήθηκε κυψελίδα χαλαζία (προϊόν της εταιρείας Helma), µε µήκος 
διαδροµής 1nm.  
    Τα αποτελέσµατα του πειράµατος έδειξαν ότι οι πρωτεΐνες Α1 και Α2 εµφανίζουν 
σταθερότητα στη διαµόρφωση τους και είναι λειτουργικές. Η καµπύλη της Α1 
(χρώµα µπλε) είναι ελαφρώς πιο πάνω από αυτή της Α2 (κόκκινο χρώµα) (Εικ. 19).  
                  
 
Εικ. 19 Φάσµατα CD των πρωτεϊνών A1 και Α2  
 
    Επίσης, πραγµατοποιήθηκε λήψη φάσµατος κυκλικού διχροϊσµού για να µελετηθεί 
η αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών Α1 και Α2 ακριβώς µε τις ίδιες συνθήκες που 
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προαναφέρθηκαν. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι όντως υπάρχει αλληλεπίδραση 
µεταξύ των Α1 και Α2 και δηµιουργείται σύµπλοκο µεταξύ των δύο έτσι ώστε να 
είναι λειτουργικό για να µην πραγµατοποιηθεί η δέσµευση του υποδοχέα GPIb των 
αιµοπεταλίων και να γίνει η πήξη του αίµατος. Η καµπύλη της αλληλεπίδρασης 
(πράσινο χρώµα) δεν συµπίπτει µε τις καµπύλες των πρωτεϊνών που σηµαίνει ότι η 
δευτεροταγής δοµή του συµπλόκου των επικρατείων Α1 και Α2 αλλάζει κατά την 
αλληλεπίδραση τους  (Εικ. 20).         
 
Εικ. 20 Φάσµατα CD των πρωτεϊνών A1,Α2 και του συµπλόκου τους  
 
    Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης της δευτεροταγούς δοµής της Α1, της Α2 και του 
συµπλόκου τους έδειξαν ότι είναι φυσιολογικό το ποσοστό πάνω από 100% κάτι που 
συµβαίνει σε όλες σχεδόν τις πρωτεΐνες. Καλύτερη προσαρµογή έχουµε για τη 
περιοχή 200-260nm. Η αλλαγή στα ποσοστά άρα και στη δοµική διαµόρφωση µπορεί 
να είναι αλληλεπίδραση των Α1 και Α2. Στον παρακάτω πίνακα αναφέρουµε τα 
ποσοστά. 
 Α1 Α2  Α1 – Α2 
180 – 260 nm 116,6 % 118,6 % 135,8 % 
185 – 260 nm  117,9 % 120,2 % 139,5 % 
190 – 260 nm 115,7 % 117,6 % 134,5 % 
195 – 260 nm 109,2 % 110,6 % 129,1 % 
200 – 260 nm 108,3 % 108,3 % 126,6 % 
205 – 260 nm 108,0 % 108,4 % 126,6 % 
210 – 260 nm 109,0 % 109,3 % 126,9 % 
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Β) ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ  ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ 
    Επιπλέον, πραγµατοποιήθηκε µελέτη της αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών Α1 και 
Α2 µέσω φασµατοσκοπίας φθορισµού. Το φάσµα φθορισµού λήφθηκε σε µήκος 
κύµατος διέγερσης στα 290 nm (εκλεκτή διέγερση καταλοίπων θρυπτοφάνης) και µε 
αυξανόµενη πρωτεϊνική συγκέντρωση της Α1 έως 6 µM. Όπως φαίνεται και στο 
διάγραµµα καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση της πρωτεΐνης Α1 στο πρωτεϊνικό 
διάλυµα αυξάνεται και το σήµα φθορισµού λόγω της έντονης αλληλεπίδρασης των 
δοµών της Α1 και της Α2. Άρα, η καµπύλη που σχηµατίστηκε επιβεβαιώνει την 
αλληλεπίδραση των δύο µορίων (Εικ. 23).      
 
 
Εικ. 21 Καµπύλη φασµατοσκοπίας φθορισµού για τη µελέτη της αλληλεπίδρασης των επικρατειών Α1 
και Α2 
 
    Με βάση την καµπύλη αυτή προσδιοριστήκαν η κινητική σταθερά k1 της 
αλληλεπίδρασης των επικρατείων Α1 και Α2, η οποία είναι k1 = 1,0642Ε -6 (± 
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ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΤΩΝ ΜΟΝΤΕΛΩΝ Α, Β, Γ ΤΗΣ ΕΠΙΚΡΑΤΕΙΑΣ Α2 
ΜΕΣΩ ΚΑΤΕΥΘΥΝΟΜΕΝΗΣ ΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΕΝΕΣΗΣ 
 
     Αφού διαπιστώθηκε η αλληλεπίδραση των επικρατείων Α1 και Α2 αποφασίσαµε 
να ερευνήσουµε τον τρόπο αλληλεπίδρασης των δύο περιοχών µέσω κατευθυνόµενης 
µεταλλαξιγένεσης σηµείου. Έτσι, ο κύριος Γεώργιος Παπαδόπουλος, Λέκτορας 
Βιοφύσικης, µε βάση προσοµοιώσεις µοριακών δυναµικών, σχεδίασε τρία πιθανά 
µοντέλα αλληλεπίδρασης των επικρατειών Α1 και Α2 που τα ονόµασε Α και Β και Γ. 
Τα µοντέλα φαίνονται στην εικόνα 22. Το πρόγραµµα που χρησιµοποιήθηκε για τη 
λήψη της εικόνας καθώς και για την επεξεργασία των δεδοµένων της δοµής ήταν το 
chimera.  
    
 
 
Εικ. 22 ∆οµή της µεταλλαγµένης περιοχής Α2 
    
 
    Προκείµενου να δούµε ποιο από αυτά τα µοντέλα ανταποκρίνεται στην 
πραγµατικότητα, σχεδιάστηκαν σηµειακές µεταλλάξεις σε αµινοξέα, που µε βάση τις 
µοριακές προσοµοιώσεις είναι κρίσιµα για την αλληλεπίδραση. Οι αλλαγές που 
έγιναν στα αµινοξέα της πολυπεπτιδικής αλυσίδας της επικράτειας Α2 παρατίθενται 
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Αλλαγή της δευτεροταγούς δοµής της επικράτειας Α2 
 Μοντέλο Α Μοντέλο Β Μοντέλο Γ 
Πρώτη  
µετάλλαξη 
Από Γλυκίνη (GAG) 
σε Αλανίνη (GCG) 
Είναι το 63ο αµινοξύ  
Από Γλυκίνη (GAG) 
σε Αλανίνη (GCG) 
Είναι το 68ο αµινοξύ  
Από Γλυκίνη (GAG) 
σε Αλανίνη (GCG) 
Είναι το 25ο αµινοξύ 
∆εύτερη 
µετάλλαξη 
Από Γλυκίνη (GAG) 
σε Αλανίνη (GCG) 
Είναι το 154ο 
αµινοξύ  
Από Αλανίνη (GCG) 
σε Αργινίνη (CGC) 






∆ηµιουργία των µοντέλων Α, Β και Γ της πρωτεΐνης Α2 
 
    Ακολουθώντας την τεχνική της κατευθυνόµενης µεταλλαξιγένεσης σηµείου 
δηµιουργηθήκαν τα µοντέλα που σχεδιάστηκαν. Το πρώτο βήµα της διαδικασίας ήταν 
να γίνουν οι µεταλλάξεις στα κατάλληλα σηµεία του γονιδίου Α2 µέσω της 
Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυµεράσης (PCR). Για τον σκοπό αυτό σχεδιάστηκαν οι 
κατάλληλοι εκκινητές, βάσει του πρωτοκόλλου, που προκαλούσαν τις µεταλλάξεις 
σηµείου  στο γονίδιο Α2 που βρίσκεται µέσα στον κατάλληλο φορέα. Τα ζεύγη των 
εκκινητών είναι τα εξής: 
 
Μοντέλο Α 
• Α first forward 
5’ – CTA CAT GGT GAC TGT GGC GTA CCC CTT CAG CGA GG – 3’ 
• Α first reversed 
5’ – CCT CGC TGA AGG GGT ACG CCA CAG TCA CCA TGT AG – 3’ 
• Α both forward 
5’ – GGC GTA CCC CTT CAG CGC GGC ACA GTC CAA AGG GG – 3’ 
• Α both reversed 
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Μοντέλο Β 
• Β first forward 
5’ – CAA CGT GCA GGA GCT GGC GAG GAT TGG CTG GCC C – 3’ 
• Β first reversed 
5’ – GGG CCA GCC AAT CCT CGC CAG CTC CTG CAC GTT G – 3’  
• Β medium forward 
5’ – GAT TGG CTG GCC CAA TGG CCC TAT CCT CAT CCA GG – 3’ 
• Β medium reversed 
5’ – CCT GGA TGA GGA TAG GGC CAT TGG GCC AGC CAA TC – 3’ 
• Β both forward 
5’ – GAT TGG CTG GCC CAA TCG CCC TAT CCT CAT CCA GG – 3’ 
• Β both reversed  
5’ – CCT GGA TGA GGA TAG GGC GAT TGG GCC AGC CAA TC – 3’   
 
Μοντέλο Γ 
• Γ first forward 
5’ – GAT CGG ACA AAA TTG GTG CAG CCG ACT TCA ACA AGA G – 3’ 
• Γ first reversed 
5’ – CTC TTG TTG AAG TCG GCT GCA CCA ATT TTG TCC GAT C – 3’   
• Γ second forward 
5’ – CTT CCA CCA GAG CAA GGC GTT CAT GGA GGA GGT G – 3’ 
• Γ second reversed 
5’ – CAC CTC CTC CAT GAA CGC CTT GCT CTT GTT GAA G – 3’ 
• Γ third forward 
5’ – GCA AGG CGT TCA TGG CTG AGG TGA TTC AGC G – 3’   
• Γ third reversed 
5’ – CGC TGA ATC ACC TCC GCC ATG ACC GCC TTG C – 3’   
• Γ fourth forward 
5’ – CGA GAG GCT CCT GCC CTG GTG CTG CAG – 3’ 
• Γ fourth reversed 
5’ – CTG CAG CAC CAG GGC AGG AGC CTC TCG – 3’ 
   
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:41:20 EET - 137.108.70.7
 73
    Η προετοιµασία των δειγµάτων και οι συνθήκες της PCR αντίδρασης επιλέχτηκαν 
βάσει της τεχνικής της κατευθυνόµενης µεταλλαξιγένεσης σηµείου (βλέπε 
πειραµατικό µέρος, µέθοδος 6).  
    Τα προϊόντα της PCR αντίδρασης πέπτηκαν από την Dpn Ι ενδονουκλεάση ώστε 
να καταστραφεί το πατρικό γονίδιο Α2 και να παραµείνει το σηµείο που έγινε η 
µετάλλαξη.  
    Τα προϊόντα της πέψης µετασχηµατίστηκαν στα XL1-Blue XL1-Blue επιδεκτικά 
κύτταρα και έγινε επίστρωση κάθε αντίδρασης µετασχηµατισµού, στα τρυβλία µε 
άγαρ που περιέχουν το κατάλληλο αντιβιοτικό για τον πλασµιδιακό φορέα, στην 
περίπτωσή µας καναµυκίνη. Σ’ αυτό το σηµείο θα ήταν σκόπιµο να προστεθεί ότι 
ύστερα από µελέτες και δοκιµές που έγιναν στο εργαστήριο ο µετασχηµατισµός 
αυτών των προϊόντων µπορεί να γίνει σε οποιοδήποτε είδος επιδεκτικών κυττάρων. 
    Ακολούθησε αποµόνωση του πλασµιδιακού φορέα µε την τεχνική Mini – prep 
(βλέπε πειραµατικό µέρος, µέθοδος 8) και πέψη του φορέα. Τα προϊόντα στάλθηκαν 
για αλληλούχιση και τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι έγιναν οι σηµειακές µεταλλάξεις 
µόνο στα µοντέλα Α και Β. Οι αλληλουχίες του µεταλλαγµένου γονιδίου Α2 βάσει 
των µοντέλων Α και Β είναι οι εξής: 
 
Γονίδιο Α2 (άγριος τύπος) 
 
accatggggc ccaagaggaa ctccatggtt ctggatgtggcg ttcgtcctgg aaggatcgga caaaattggt 
gaagccgact tcaacaagag caaggagttc atggaggagg tgattcagcg gatggatgtg ggccaggaca 
gcatccacgt cacggtgctg cagtactcct acatggtgac cgtggagtac cccttcagcg aggcacagtc 
caaaggggac atcctgcagc gggtgcgaga gatccgctac cagggcggca acaggaccaa cactgggctg 
gccctgcggt acctctctga ccacagcttc ttggtcagcc agggtgaccg ggagcaggtg cccaacctgg 
tctacatggt caccggaaat cctgcctctg atgagatcaa gaggctgcct ggagacatcc aggtggtgcc 
cattggagtg ggccctaatg ccaacgtgca ggagctggag aggattggct ggcccaatgc ccctatcctc 
atccaggact ttgagacgct cccccgagag gctcctgacc tggtgctgcag 
 
 
Πρώτη µετάλλαξη  
 
Μοντέλο  Α 
 
accatggggc ccaagaggaa ctccatggtt ctggatgtggcg ttcgtcctgg aaggatcgga caaaattggt 
gaagccgact tcaacaagag caaggagttc atggaggagg tgattcagcg gatggatgtg ggccaggaca 
gcatccacgt cacggtgctg cagtactcct acatggtgac cgtggcgtac cccttcagcg aggcacagtc 
caaaggggac atcctgcagc gggtgcgaga gatccgctac cagggcggca acaggaccaa cactgggctg 
gccctgcggt acctctctga ccacagcttc ttggtcagcc agggtgaccg ggagcaggtg cccaacctgg 
tctacatggt caccggaaat cctgcctctg atgagatcaa gaggctgcct ggagacatcc aggtggtgcc 
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cattggagtg ggccctaatg ccaacgtgca ggagctggag aggattggct ggcccaatgc ccctatcctc 




accatggggc ccaagaggaa ctccatggtt ctggatgtggcg ttcgtcctgg aaggatcgga caaaattggt 
gaagccgact tcaacaagag caaggagttc atggaggagg tgattcagcg gatggatgtg ggccaggaca 
gcatccacgt cacggtgctg cagtactcct acatggtgac cgtggagtac cccttcagcg aggcacagtc 
caaaggggac atcctgcagc gggtgcgaga gatccgctac cagggcggca acaggaccaa cactgggctg 
gccctgcggt acctctctga ccacagcttc ttggtcagcc agggtgaccg ggagcaggtg cccaacctgg 
tctacatggt caccggaaat cctgcctctg atgagatcaa gaggctgcct ggagacatcc aggtggtgcc 
cattggagtg ggccctaatg ccaacgtgca ggagctggcg aggattggct ggcccaatgc ccctatcctc 
atccaggact ttgagacgct cccccgagag gctcctgacc tggtgctgcag 
 




accatggggc ccaagaggaa ctccatggtt ctggatgtggcg ttcgtcctgg aaggatcgga caaaattggt 
gaagccgact tcaacaagag caaggagttc atggaggagg tgattcagcg gatggatgtg ggccaggaca 
gcatccacgt cacggtgctg cagtactcct acatggtgac cgtggcgtac cccttcagcg cggcacagtc 
caaaggggac atcctgcagc gggtgcgaga gatccgctac cagggcggca acaggaccaa cactgggctg 
gccctgcggt acctctctga ccacagcttc ttggtcagcc agggtgaccg ggagcaggtg cccaacctgg 
tctacatggt caccggaaat cctgcctctg atgagatcaa gaggctgcct ggagacatcc aggtggtgcc 
cattggagtg ggccctaatg ccaacgtgca ggagctggag aggattggct ggcccaatgc ccctatcctc 




accatggggc ccaagaggaa ctccatggtt ctggatgtggcg ttcgtcctgg aaggatcgga caaaattggt 
gaagccgact tcaacaagag caaggagttc atggaggagg tgattcagcg gatggatgtg ggccaggaca 
gcatccacgt cacggtgctg cagtactcct acatggtgac cgtggagtac cccttcagcg aggcacagtc 
caaaggggac atcctgcagc gggtgcgaga gatccgctac cagggcggca acaggaccaa cactgggctg 
gccctgcggt acctctctga ccacagcttc ttggtcagcc agggtgaccg ggagcaggtg cccaacctgg 
tctacatggt caccggaaat cctgcctctg atgagatcaa gaggctgcct ggagacatcc aggtggtgcc 
cattggagtg ggccctaatg ccaacgtgca ggagctggcg aggattggct ggcccaatcg ccctatcctc 
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    Ο λόγος που επιλέξαµε να ασχοληθούµε µε τον παράγοντα πήξης του αίµατος 
vWF και ιδιαίτερα τις επικράτειες Α1 και Α2 είναι ο ιδιαίτερος ρόλος που έχουν στην 
αιµόσταση. Ο vWF είναι αφενός υπεύθυνος για την προσκόλληση των αιµοπεταλίων 
στο ενδοθήλιο των τραυµατισµένων αγγείων και αφετέρου διατηρεί την ακεραιότητα 
του παράγοντα VIII της πήξης, µε τον οποίο συνδέεται, προστατεύοντάς τον από 
πρωτεολυτική καταστροφή στην κυκλοφορία. Η Α1 περιοχή φαίνεται πως δεσµεύεται 
µε τον γλυκοπρωτεινικό υποδοχέα των αιµοπεταλίων GPIb προωθώντας έτσι την 
πήξη του αίµατος, ενώ αντίθετα η Α2 περιοχή συνδέεται στην Α1 εµποδίζοντας την 
σύνδεση της στον GPIb και άρα την πήξη του αίµατος. Επίσης η Α2 περιέχει και µια 
θέση πέψης για την πρωτεάση ADAMTS-13 που συνδέεται µε την φυσιολογική 
ανακύκληση του vWF.  
     Ο στόχος της παρούσας διπλωµατικής εργασίας ήταν η µελέτη της 
αλληλεπίδρασης των επικρατειών Α1 και Α2 του vWF µέσω κατευθυνόµενης 
µεταλλαξιγένεσης. Η ανάγκη µελέτης αυτών των επικρατειών προέκυψε από 
αποτελέσµατα άλλων µελετών που υποδεικνύουν ότι η Α2 περιοχή προσδένεται στην 
Α1 και εµποδίζεται έτσι η σύνδεσή της στα αιµοπετάλια και άρα η πήξη του αίµατος. 
Σύµφωνα µε αυτά τα δεδοµένα αν βρεθούν στοιχεία για την αλληλεπίδραση των δύο 
επικρατειών θα µπορέσουν να σχεδιαστούν κατάλληλα µόρια που θα συνδέονται 
στην Α1 περιοχή, µιµούµενα τον τρόπο σύνδεσης της Α2 περιοχής ώστε να 
εµποδίζουν την πήξη του αίµατος. Συνεπώς τα µόρια αυτά θα µπορούσαν να 
χρησιµοποιηθούν ως διαλυτοί αντιθροµβωτικοί παράγοντες.  
     Η σύνθεση του vWF γίνεται αποκλειστικά στα µεγακαρυοκύτταρα και τα 
ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων. Πρόκειται για µια πρωτεΐνη 2.813 αµινοξέων. Η 
Α1 περιοχή αντιστοιχεί στα κατάλοιπα 497-716, ενώ η Α2 περιοχή στα κατάλοιπα 
717-909. Για τον λόγο αυτό, αφού αποµονώθηκε RNA από ενδοθηλιακά κύτταρα και 
συντέθηκε το αντίστοιχο cDNA σχεδιάστηκαν οι κατάλληλοι primers, ώστε µε την 
µέθοδο της PCR να ενισχυθούν οι περιοχές Α1 και Α2. Τα ενισχυµένα αυτά προϊόντα 
κλωνοποιήθηκαν και έγινε απευθείας µετασχηµατισµός επιδεκτικών κυττάρων. 
Τελικά οι κωδικές περιοχές των Α1 και Α2 επικρατειών κλωνοποιήθηκαν στον 
πλασµιδιακό φορέα έκφρασης pet49b, µετά από πέψη µε τις ενδονουκλεάσες 
περιορισµού BamHI και HindIII προκειµένου να παραχθούν ανασυνδυασµένες Α1 
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και Α2 περιοχές που θα φέρουν στο καρβοξυτελικό τους άκρο µια ουρά His και µια 
GST ουρά. Οι ουρές αυτές είναι χρήσιµες για τον µετέπειτα καθαρισµό των 
πρωτεϊνών αυτών µε στήλες γλουταθειόνης. Με τους ανασυνδυασµένους 
πλασµιδιακούς φορείς που µετά από αλληλούχιση επιβεβαιώθηκε ότι περιείχαν τις 
υπό µελέτη πρωτεΐνες, µετασχηµατίστηκαν κύτταρα BL21 ώστε αυτές να 
εκφραστούν. Ακολούθησαν διάφορες δοκιµασίες υπερέκφρασης των πρωτεϊνών 
αυτών, που περιλάµβαναν διαφορετικές συγκεντρώσεις IPTG και διαφορετικές 
θερµοκρασίες και χρόνους επώασης, ώστε να καθοριστούν οι συνθήκες που 
επιτρέπουν την καλύτερη έκφρασή τους. Από τα αποτελέσµατα φάνηκε πως 
µεγαλύτερη έκφραση πραγµατοποιήθηκε σε συγκέντρωση IPTG 0,1mM και 
overnight επώαση στους 16 ºC.     
    Καθώς στο καρβοξυτελικό άκρο των πρωτεϊνών είχαν εισαχθεί ουρές His και GST 
ακολούθησαν καθαρισµοί των παραγόµενων πρωτεϊνών µε στήλες γλουταθειόνης. Η 
στήλη γλουταθειόνης έδωσε ικανοποιητικά αποτελέσµατα στον καθαρισµό των 
πρωτεϊνών. Επόµενο βήµα στην πειραµατική διαδικασία ήταν να αποκοπεί η GST-
ουρά που είχε προστεθεί στις Α1 και Α2 πρωτεΐνες. Αυτό έγινε χρησιµοποιώντας την 
πρωτεάση 3C που περιείχε επίσης GST-ουρά. Η πέψη των Α1 και Α2 πρωτεϊνών από 
την 3C έγινε πάνω σε στήλη γλουταθειόνης. Έτσι επιτεύχθηκε τόσο η πέψη των GST 
ουρών όσο και η αποµόνωση των κοµµένων πλέον πρωτεϊνών, αφού η στήλη 
συγκράτησε όσες πρωτεΐνες περιείχαν GST-ουρές, δηλαδή την 3C, τις άκοπες Α1 και 
Α2 καθώς και τις ουρές GST, ενώ άφησε να περάσουν οι κοµµένες Α1 και Α2. Οι 
αποµονωµένες κοµµένες πρωτεΐνες αφού πρώτα στάλθηκαν για ένα πείραµα µε 
φασµατοσκοπικές µεθόδους, της φασµατοπολωσιµετρίας κυκλικού διχροϊσµού και 
της φασµατοσκοπίας φθορισµού ώστε να µελετηθεί η αλληλεπίδρασή τους. Τα 
αποτελέσµατα έδειξαν ότι οι Α1 και Α2 πρωτεΐνες που καθαρίσαµε είναι λειτουργικές 
και δηµιουργούν σύµπλοκο.  
    Με βάση την µελέτη της αλληλεπίδρασης σχεδιάσαµε µοντέλα µεταλλαξιγένεσης 
της επικράτειας Α2 και τα ονοµάσαµε Α και Β προκειµένου να µελετήσουµε την 
αλληλεπίδραση των περιοχών Α1 και Α2 ύστερα από στοχευµένη  µεταλλαξιγένεση. 
Έγιναν οι πρώτες και οι δεύτερες µεταλλάξεις σηµείου και στα δύο µοντέλα Α και Β 
και ήταν επιτυχείς. Η διαδικασία παραγωγής των µεταλλάξεων για το Γ µοντέλο 
συνεχίζεται για να γίνει η µελέτη της αλληλεπίδρασης των επικρατείων Α1 και Α2.      
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